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A [o,B-Amirina] € uma mistura 1:1 de dois [triterpenos] pentaciclicos
isolados a partir das resinas da planta [Protium kleinii]. O objetivo deste
trabalho foi avaliar se o tratamento sistémico curativo com «,-amirina
era capaz de melhorar a inflamacao intestinal, comparativamente com a
dexametasona. A colite experimental foi induzida em camundongos pela
injecao intracolonica de [acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico] (TNBS). Os
tratamentos com a,B-amirina ou com dexametasona melhoram
significativamente o dano macro e microscopico e praticamente aboliram
a infiltracao de células polimorfonucleares observada no coélon dos
animais. O tratamento com «,3-amirina, bem como com a dexametasona,
também diminuiu os niveis teciduais da citocina [interleucina 18] (IL-1B) e
recuperou os niveis basais da citocina IL-10. A expressao do [fator de
crescimento do endotélio vascular] (VEGF) também foi diminuida pelo
tratamento com o,B-amirina. Curiosamente, o tratamento com
dexametasona nao exibiu tal efeito. Ambos os tratamentos foram capazes
de reduzir drasticamente a expressao da forma fosforilada do [fator
nuclear xB] (NF-kB). No entanto a IL-10 parece nao desempenhar o papel
mais relevante para o efeito antiinflamatorio da o,B-amirina, nem para a
dexametasona, uma vez que o tratamento de animais IL-107" com colite
com o, amirina causou inibicao semelhante aquela observada. Ao
contrario do observado para a dexametasona, nenhuma alteracao
histopatoldgica na estrutura do timo foi observada nos animais tratados
com a a,B-amirina. Os niveis plasmaticos de corticosterona e o peso do
baco também nao foram alterados pela a,B-amirina. Este trabalho sugere
que a o,B-amirina pode ser um potencial agente terapéutico para o
tratamento de pacientes com doencas inflamatdrias intestinais.




“...The finish line is a good place we could start...”

Gary Lightbody
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RESUMO

RESUMO

o,B-Amirina € uma mistura 1:1 de dois triterpenos pentaciclicos
isolados a partir das resinas da planta Protium kleinii. Alguns trabalhos tém
mostrado que a «o,B-amirina possui atividade antiinflamatoria e
antinociceptiva. No entanto, seus efeitos sobre doencas inflamatorias
intestinais ainda nao foram descritos. O objetivo deste trabalho foi avaliar se
o tratamento sistémico curativo com o,B-amirina era capaz de melhorar a
inflamacao intestinal, comparativamente com a dexametasona, em um
modelo de colite experimental induzida em camundongos. A colite
experimental foi induzida em camundongos pela injecao intracolénica de
acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS). Vinte e quatro horas depois foi
iniciado o tratamento sistémico com «o,B-amirina de 12 em 12 horas ou com a
dexametasona. Setenta e duas horas apds a inducao de colite, os animais
foram sacrificados e os seguintes parametros foram avaliados: o dano macro e
microscopico, a infiltracao de células polimorfonucleares, os niveis teciduais
de citocinas e a expressao do fator de crescimento do endotélio vascular e do
NF-kB p65 fosforilado foram avaliados. Alteracoes fisiopatoldgicas na
estrutura do timo, no peso do baco e nos niveis de corticosterona plasmaticas
também foram analisadas. O mesmo protocolo foi realizado utilizando-se
camundongos com delecéo génica para a IL-10 (camundongos IL-107") e o dano
macroscopico foi avaliado. Os tratamentos com «,B-amirina ou com
dexametasona melhoram significativamente o dano macro e microscopico e
praticamente aboliram a infiltracao de células polimorfonucleares observada
no célon dos animais. O tratamento com «,B-amirina, bem como com a

dexametasona, também diminuiu os niveis teciduais da citocina IL-1f e

viii
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recuperou os niveis basais da citocina IL-10. A expressao de VEGF também foi
diminuida pelo tratamento com «o,f-amirina. Curiosamente, o tratamento com
dexametasona nao exibiu tal efeito. Ambos os tratamentos foram capazes de
reduzir drasticamente a expressao da forma fosforilada do NF-xB. No entanto
a IL-10 parece nao desempenhar o papel mais relevante para o efeito
antiinflamatorio da o,B-amirina, nem para a dexametasona, uma vez que o
tratamento de animais IL-10”" com colite com o,B amirina causou inibicdo
semelhante aquela observada. Ao contrario do observado para a
dexametasona, nenhuma alteracao histopatologica na estrutura do timo foi
observada nos animais tratados com a a,B-amirina. Os niveis plasmaticos de
corticosterona e o peso do baco também nao foram alterados pela a,B-
amirina. Esses resultados em conjunto demonstram pela primeira vez que o
tratamento com a «,B-amirina foi tdo eficaz quanto a dexametasona na
inibicdo da colite experimental induzida por TNBS em camundongos, sendo
isento de alguns dos efeitos imunossupressores tipicos dos glicocorticdides.
Este trabalho sugere que a o,B-amirina pode ser um potencial agente
terapéutico para o tratamento de pacientes com doencas inflamatorias

intestinais.
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ABSRACT

o-Amyrin and B-amyrin are a 1:1 mixture of two pentacyclis triterpenes
isolated from the resin of the plant Protium kleinii. Previous works have
shown that a,B-amyrin has anti-inflammatory and anti-nociceptive effects.
However, the effect of o,B-amyrin on intestinal inflammation has not been
evaluated yet. The aim of this study was to determine whether or not the
curative treatment with o,B-amyrin ameliorates colonic inflammation, in
comparison to dexamethasone treatment, in a mouse model of inflammatory
bowel disease. Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-colitis was induced and
24 h later mice were treated systemically with o,B-amyrin twice a day.
Seventy two hours after colitis induction the animals were sacrificed and the
following parameters were evaluated: the macro and microcospic damage,
polymorphonuclear cells infiltration, tissue cytokine levels, vascular
endothelium growth factor (VEGF) and phosphor-NF-xB p65 expression.
Histopathologic changes on thymus structure, spleen weight and
corticosterone levels in the plasma were also analyzed. The same protocol
was performed using gene-modified that lack the protein interleukin-10 (IL-10
" mice) and macroscopic damage was assessed. Both o,B-Amyrin and
dexamethasone treatment markedly improved the macro and microscopic
damage and completely abolished the polymorphonuclear cells infiltration
into the colon tissue. The treatment with o,B3-amyrin, as well as with
dexamethasone, also diminished the tissue levels of IL-18 and recovered the
basal levels of IL-10. The expression of VEGF was also diminished by the o, [3-
amyrin treatment. Curiously, the treatment with dexamethasone did not

exhibited such effect. The treatment with o,B-amyrin as well as the
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treatment with dexamethasone markedly reduced the phospho-NF-kB p65
expression. However, IL-10 does not seem to play a key role in a,B-amyrin
antiinflammatory effect since the TNBS-induced colitis in IL-107" mice was
ameliorated by both treatment. In contrast to dexamethasone, no
histopathologic change in thymus structure was observed in animals treated
with o,B-amyrin. The plasma levels of corticosterone and the spleen weight
were neither altered by o,-amyrin treatment. These results altogether show
for the first time that treatment with a,B-amyrin exhibited the same efficacy
as the treatment with dexamethasone in improving murine experimental
colitis without exhibited some of the immunosuppressive effects typically
observed after the treatment with glucocorticoids. This work suggests that
o,B-amyrin could be a potential therapeutic agent for the treatment of

patients with inflammatory bowel disease.
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1. A resposta inflamatoéria

A resposta inflamatéria tem como principal objetivo proteger o
organismo contra infeccdes e reparar os eventuais danos teciduais que possam
ter ocorrido. Sendo assim, pode ser definida como uma resposta do sistema
imune a danos celulares e teciduais causados por infeccoes microbianas ou
estimulos nocivos de origem quimica ou fisica (Haanen e Vermes, 1995; Weiss,
2002). O processo inflamatorio é caracterizado por trés eventos principais que
incluem o aumento substancial do suprimento de sangue para o local afetado,
o aumento da permeabilidade vascular e a migracao celular para o sitio

inflamatorio (Sharma e Buchanan, 1994; Levy, 1996).

2. O trato gastrintestinal

O trato gastrintestinal (TGl) compreende o trajeto entre a boca e o
anus. Cada orgao que o compde possui funcoes especificas. Algumas estao
adaptadas apenas para a passagem do alimento, como o esofago, por
exemplo. Outras para o armazenamento do alimento, como o estomago. O
intestino delgado é o responsavel pela digestdao do alimento e abrsorcao de
nutrientes. E também no intestino delgado onde o mecanismo de defesa do
hospedeiro recebe um grande investimento do organismo (Guyton e Hall,
2005)

Muitas doencas infecciosas se desenvolvem neste local e por conta
disso, é grande o investimento do organismo na sua auto-protecao. Varios sao

os exemplos que podemos dar a este respeito a comecar pelo grande numero
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de estruturas linféides e de células do sistema imune que estao presentes no
TGl (Macdonald e Monteleone, 2005).

O epitélio intestinal é formado por uma Unica camada de células que
atuam como barreira primaria e tém como principal funcao prevenir que os
antigenos e bactérias do lumem encontrem as células do sistema imune na
ldmina prépria. Em contrapartida, o epitélio que envolve o tecido linfoide
contém um tipo de células epiteliais chamadas de células M. Essas células sao
especializadas em transportar bactérias e antigenos do lUmem para o tecido
linféide. As células dendriticas da lamina propria também podem alcancar o
limem através das células epiteliais e também experimentam o ambiente
luminal constantemente. O epitélio é repleto de células T CD8" e a lamina
propria contém células T CD4, macréfagos e células plasmaticas produtoras de
anticorpos. Uma possivel ativacdo da resposta imune local pode ter
proporcoes enormes, no entanto, uma ativacao indesejada dessa resposta
imune é inibida por citocinas imunossupressoras e células T regulatérias que
tém a funcao de de manter a homeostasia do sistema imune local (Neutra et

al., 2001; Rescigno et al., 2001; Macdonald e Monteleone, 2005).

3. Doencas inflamatoérias intestinais

As doencas inflamatorias intestinais (IBD, do inglés inflammatory bowel
disease) compreendem um grupo de doencas inflamatdrias cronicas que
afetam o trato gastrintestinal e em particular a mucosa colénica. As duas
principais classes de IBD sao a colite ulcerativa (UC, do inglés ulcerative
colitis), que acomete a regiao do colon e a doenca de Crohn (CD, do inglés

Crohn disease), que pode atingir todo o TGl. Desde primeira vez que essa
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classe de doencas recebeu sua primeira descricdo moderna, ha cerca de 100
anos, cientistas buscam novas técnicas investigativas as quais buscam
esclarecer os principais processos fisiopatologicos que medeiam essas
doencas, permitindo assim o desenvolvimento e a descoberta de novas
terapias (Strober et al., 2007).

Recentes trabalhos tém mostrado que a CD esta associada a um
excessivo aumento na producao das citocinas IL-12, IL-23, IFNy e IL-17, o que
afeta o intestino delgado e coélon causando ulceracoes, espessamento da
parede intestinal e granulomas. Pacientes com CD sofrem de intensas dores
abdominais, diarréia e sangramento retal bem como sintomas sistémicos como
perda de peso, febre e fadiga. Muitas vezes o desenvolvimento de fistulas
também é observado. Em comparacao, a UC esta associada a uma producao
excessiva da citocina IL-13, com inflamacao da mucosa intestinal envolvendo
o reto e o intestino proximal. Os sintomas sao similares aos da CD, no
entanto, sem o desenvolvimento de fistulas (Mcleod, 2003; Fuss et al., 2004).

As IBD possuem etiologia ainda desconhecida. As atuais hipoteses de
trabalho sugerem que essa classe de doencas resulta de variacbes genéticas
que conferem predisposicao a doenca e de fatores ambientais que afetam o
sistema imune. Esses fatores combinados desencadeariam uma resposta
inflamatoria que acabaria resultando em uma IBD. O dano da mucosa
intestinal estaria entao relacionado a uma disfuncao do sistema imune,
especialmente das células T da mucosa, producdao de citocinas e migracao
celular anormal para o local da infeccao. Sabe-se também que o sistema
imune inato também desempenha um papel importante na iniciacao da

cascata inflamatoria (Podolsky, 2002).
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Recentemente, cerca de dez regides genOmicas que aparentemente
contém genes que podem contribuir para o risco de desenvolvimento de
ambas as formas de IBD foram mapeadas. O primeiro gene especifico
associado com IBD identificado foi o membro 15 da familia dos dominios de
ativacao e recrutamento de caspases (CARD15, do inglés caspase activation
and recruitment domain molecule 15; também conhecido como NOD2, do
inglés nucleotide-binding oligomerization domain 2 (Hugot et al., 2001; Ogura
et al., 2001). Mais recentemente, o transportador de cations organicos do tipo
N1 (OCTN1, do inglés organic cation transporter N1) foi identificado como
mais um gene susceptivel ao desenvolvimento de IBD (Lamhonwah et al.,
2003).

O envolvimento dos fatores ambientais na iniciacao e progressao da UC
ou da CD permanece como um dos pontos menos compreendidos no que diz
respeito a patogénese das IBD e parecem ter a mesma importancia da
predisposicao genética. O efeito dicotomico do cigarro para cada uma das
principais formas de IBD representa certamente a mais intrigante conexao
entre os fatores ambientais e as IBD. Diversos trabalhos tém mostrado que os
fumantes possuem grande predisposicao para o desenvolvimento de CD,
enquanto que os nao fumantes apresentam grande predisposicao para o
desenvolvimento de UC (Harries et al., 1982; Somerville et al., 1984; Reif et
al., 1995). Embora os componentes do cigarro responsaveis por essas
observacdes nao tenham sido identificados, o uso de adesivos transdérmicos
de nicotina, juntamente com terapias convencionais, amenizam os sintomas

de pacientes com UC moderada (Pullan et al., 1994).
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Além disso, outros fatores como a producdo de muco e a
permeabilidade intestinal podem contribuir para o desenvolvimento das IBD.
Embora a conexao entre a dieta e as IBD pareca algo logico, uma vez que as
IBD afetam diretamente o sitio de absorcao de nutrientes, ainda nao esta
claro qual seu real papel no desenvolvimento das IBD.

O epitélio do trato gastrintestinal, através de receptores de
reconhecimento padrao (PRR, do inglés patterns-recognition receptors), tem
a sensibilidade de perceber as bactérias comensais e os patdgenos presentes
na microflora intestinal. Os PRR reconhecem estruturas que sao conservadas
em virus e bactérias e geralmente ativam vias pro-inflamatorias alertando o
hospedeiro quanto a infeccao (Philpott e Girardin, 2004). Neste processo dois
tipos de PRR estao envolvidos: os receptores do tipo toll (TLR, do inglés toll-
like receptors) e as moléculas NOD. Os TLR sao receptores geralmente
associados a membrana celular que possuem um dominio extracelular de
reconhecimento rico em leucina e um dominio intracelular semelhante ao do
receptor de interleucina (IL)-1, sendo este responsavel pelo desencadeamento
da sinalizacao (Takeda e Akira, 2004). As moléculas NOD estdao presentes no
citoplasma de células epiteliais e imunes. Essas proteinas também possuem
um dominio C-terminal rico em leucina e um dominio de N-terminal de ligacao
e oligomerizacao (Inohara et al., 2003). Fortes evidéncias sugerem que a
sinalizacao através de CARD ou TLR leva a ativacao do fator nuclear -B (NF-xB
do inglés nuclear factor kappa B) e conseqiiente a expressao de proteinas pro-
inflamatorias (Inohara et al., 2003; Takeda e Akira, 2004). NOD1 e NOD2
reconhecem sitios derivados de peptidioglicanos bacterianos. Ja os TLR

reconhecem diferentes componentes de bactérias e virus. O TLR4, por
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exemplo, reconhece lipopolissacarideos de parede de bactérias Gram-
negativas (Philpott e Girardin, 2004).

Uma vez que os PRR na superficie das células apresentadoras de
antigeno (APC, do inglés antigen-presenting cells) sao ativados, o processo de
apresentacao de antigenos se inicia culminando na diferenciacao de células T
helper do tipo 1 (Th1) em pacientes com doenca de Crohn (CD) ou do tipo 2
(Th2) em pacientes com colite ulcerativa (UC) (Podolsky, 1991a; 1991b). No
entanto, essa divisao entre as respostas Th1 e Th2 ainda nao foi esclarecida e
talvez nao seja possivel caracterizar uma nitida divisao entre as
duas respostas na IBD (Strober et al., 2002).

Ha um mutualismo aparente entre a flora comensal e o epitélio
intestinal na tentativa de manter a integridade epitelial. Um exemplo disso é
que o reconhecimento de ligantes pelos TLR2 e TLR9 na superficie de células
epiteliais aumenta a funcao de barreira do TGI. As células epiteliais
intestinais expressam de modo constitutivo receptores TLR2, os quais contém
multiplos sitios de ligacdo para a proteina quinase C (PKC, do inglés protein
kinase C). A proteina quinase C esta implicada na regulacao da integridade do
epitélio intestinal em resposta as bactérias presentes no lumem intestinal
(Madsen et al., 2001; Cario et al., 2004). A flora normal também induz as
proteinas citoprotetoras hsp25 e hsp72 (do inglés heat shock proteins) nas
células epiteliais do colon (Kojima et al., 2003). Curiosamente, camundongos
deficientes para a proteina MyD88, uma molécula adaptadora essencial para a
sinalizacao dos TLR, nao expressam as proteinas hsp25 e hsp72 no epitélio e
sao altamente susceptiveis a modelos de doencas inflamatdrias intestinais

induzidos pelo sulfato de dextrana sodica (DSS, do inglés dextran sodium
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sulfate) (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Sugerindo assim, que através da
sinalizacao dos TLR a flora bacteriana exerce um papel protetor o epitélio
intestinal contra danos nao-especificos.

As citocinas também desempenham um importante papel na modulacao
do processo inflamatdrio. Elas sao proteinas rapidamente sintetizadas e
secretadas por células inflamatérias como macréfagos, linfocitos e neutrofilos
polimorfonucleares. A sintese dessas citocinas € induzida pela ativacao do
fator de transcricao nuclear kB (NF-xB, do inglés nuclear factor kappa B)
(Rogler e Andus, 1998). Apods serem liberadas, essas citocinas sao capazes de
induzir a producao de moléculas de adesao e outros mediadores inflamatorios,
como espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e mediadores lipidicos,
como as prostaglandinas e leucotrienos. De modo geral, as citocinas
participam da inducao, amplificacao, prolongamento e resolucao do processo
inflamatorio (Aggarwal e Puri, 2004). Seu papel no sistema imune da mucosa
intestinal vem sendo amplamente estudado e evidéncias sugerem que durante
as IBD ocorre um desequilibrio entre citocinas anti e pré-inflamatorias.

A interleucina (IL)-1 € uma importante citocina capaz de ativar muitas
células imunes e inflamatérias. E produzida por varios tipos celulares, entre
eles, monocitos/macrofagos, neutrofilos e células endoteliais. Essa citocina
existe em duas isoformas (IL-1a e IL-18) que exercem suas acoes ao se ligar
em dois tipos de receptores nas células-alvo, o receptor de IL-1 do tipo | e |l
(Dinarello e Thompson, 1991). Muitos trabalhos tém demonstrado que a
expressao de IL-18 encontra-se aumentada em pacientes com IBD (Mahida et

al., 1989; Ligumsky et al., 1990; Isaacs et al., 1992; Youngman et al., 1993;
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Casini-Raggi et al., 1995; Radford-Smith e Jewell, 1996; Reimund et al., 1996;
Andus et al., 1997).

A IL-10 é produzida por células T, células B ou por mondcitos ativados
por lipopolissacarideos (Mosmann, 1991). Ela é responsavel pela inibicao da
producao de citocinas por células T. Isso acontece porque a IL-10 reduz a
expressao do complexo de histocompatibilidade principal do tipo Il (MHCII, do
inglés major histocompatibility complex IlI) reduzindo a capacidade dos
monocitos de apresentar antigenos e, consequentemente, diminuindo a
proliferacao das células T (De Waal Malefyt et al., 1991). Outro papel
importante da IL-10 é a inibicao da producao de IL-1, IL-6 e do fator de
necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis factor) por macrofagos
(Fiorentino et al., 1991). Além do mais, Davidson et al. (2000) demonstraram
que camundongos com delecao génica para esta citocina desenvolviam
resposta imune anormal como resultado de alteracoes descontroladas entre as
células apresentadoras de antigeno e os linfocitos T, culminando no
desenvolvimento de enterocolite espontanea. Portanto, a IL-10 parece ter um
importante papel ndao apenas na regulacao da ativacao das células T, mas
também na diminuicao da resposta inflamatodria aguda.

O TNFa é um importante mediador do processo inflamatorio e exerce
suas acoes ao se ligar a dois tipos de receptores, o p55 e o p75 (nome
atribuido aos receptores pelas suas massas moleculares). Ambos os receptores
existem também na forma solUvel derivados da clivagem proteolitica dos
receptores ligados a membrana celular (Seckinger et al., 1989). Esses
receptores solUveis competem com os receptores presentes na membrana

celular pela ligacdo com o TNFa, reduzindo assim os efeitos biologicos que o
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TNFo exerceria ao se ligar nos receptores de membrana (Loetscher et al.,
1991). Porém, os niveis de TNFao nas IBD sdao contraditérios. Enquanto alguns
pesquisadores demonstram um aumento nos niveis de TNFa em pacientes com
IBD (Braegger et al., 1992; Maeda et al., 1992; Andus et al., 1993) outros nao
conseguem detectar tal aumento (Youngman et al., 1993).

A angiogénese é o processo de formacao de novos capilares a partir de
vasos pré-existentes. E um constituinte fundamental de muitos processos
bioldgicos como o crescimento, o desenvolvimento e o reparo (Folkman, 1971;
Folkman e Shing, 1992). A importancia da angiogénese vai além da biologia do
cancer, sendo identificado como componente da inflamacao cronica e de
diversas doencas auto-imunes (Folkman, 1995; Gould e Wagner, 2002;
Carmeliet, 2003). Desse modo, o principal objetivo do crescimento de novos
vasos € colaborar com o processo inflamatorio. Isso porque, com essa
expansao, o influxo de células inflamatorias pode aumentar, ocorrendo um
aumento no suprimento de nutrientes que colaboram com a manutencao do
sistema imune. Por ultimo, o endotélio contribui para a producao local de
citocinas e quimiocinas (Firestein, 1999; Szekanecz e Koch, 2004). O fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés vascular endothelium
growth factor) é uma glicoproteina com varias atividades bioldgicas, incluindo
atividade mitogénica de células endoteliais, aumento da permeabilidade das
células endoteliais a proteinas circulantes, ativacado de mondcitos e
estimulacao da migracao de mondcitos através das células endoteliais (Leung
et al., 1989; Clauss et al., 1990; Yeo et al., 1993; Dvorak et al., 1995). Griga
et al. (1998) demonstrou um aumento significativo nos niveis séricos de VEGF

em pacientes com doencas inflamatorias intestinais. Mais recentemente, a
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localizacao do VEGF na mucosa colonica também foi demonstrada (Griga et
al., 2002), sugerindo que o VEGF desempenha um importante papel nas IBD.

O NF-xB foi primeiro identificado como um regulador da expressao do
gene que codifica a cadeia leve kappa em linfocitos B de murinos (Sen e
Baltimore, 1986). Subsequentemente, sua expressao foi também identificada
em diferentes tipos de células. A forma ativa do NF-kB € um heterodimero
usualmente formado por duas proteinas, a subunidade p65 (também chamada
de relA) e a subunidade p50. Outras subunidades como a rel, relB, v-rel e p52
também podem compor o dimero ativo do NF-kB. Em células nao estimuladas
que previne sua migracao para o nucleo (Baldwin, 1996). Quando essas células
sao ativadas, quinases especificas (IKK) fosforilam a IkB, fazendo com que elas
sejam rapidamente degradadas por proteosomas (Chen et al., 1996; Didonato
et al., 1996). Uma vez que a IkB foi degradada, o dimero ativo do NF-xB migra
para o nlcleo da célula, onde se liga a seqliéncias especificas nas regioes
promotoras de seus genes alvo (Barnes e Karin, 1997).

O NF-xB é o fator de transcricao responsavel pela regulacao da
expressao de varios genes envolvidos nas respostas imunes e inflamatorias.
Dentre eles podemos citar as citocinas pro-inflamatorias, as quimiocinas, as
enzimas que serao responsaveis pela geracao de outros mediadores
inflamatorios, receptores e moléculas de adesao (Kopp e Ghosh, 1995). Além
do mais, alguns dos mediadores formados pela ativacao do NF-kB provocam a
sua propria ativacao, funcionando como uma alca reguladora positiva que
amplifica, e em alguns casos até perpetua, a resposta inflamatoria local

(Barnes e Karin, 1997).
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O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal desempenha um papel central na
regulacao da sinalizacao do receptor de glicocorticoide. Este receptor se
encontra expresso em praticamente todas as células do organismo. O
hipotalamo libera o horménio liberador de corticotrofina que, ao atuar sobre
a hipofise, estimula a liberacao de corticotrofina. A corticotrofina atua sobre
a glandula adrenal provocando a sintese e a liberacdao de diversos
glicocorticdides, sendo o cortisol o mais importante na espécie humana, e
a corticosterona a molécula bioequivalente em roedores. Aproximadamente
90 % do cortisol secretado encontram-se ligado a globulinas no sangue. Os 10
% restantes sao convertidos em cortisona pela acao da 11B-hidroxi-esteroéide
desidrogenase do tipo 2. De forma oposta a 11B-hidroxi-esterdide
desidrogenase do tipo 1 converte cortisona em cortisol. O cortisol liga-se com
alta afinidade ao receptor de glicocorticéide (GR, do inglés glucocorticoid
receptor). Uma vez dentro da célula o cortisol age de trés maneiras
diferentes. Na primeira delas, o complexo cortisol-GR migra para o nucleo
onde se liga a uma seqiiéncia no DNA chamada de elemento responsivo ao
glicocorticéide, promovendo transcricao génica. O complexo cortisol-GR pode,
ainda, interferir com outros fatores de transcricao, como o NF-xB, por
exemplo. Um terceiro mecanismo pelo qual o cortisol pode atuar é através de
receptores associados a membrana celular e segundos mensageiros (também
conhecidos como efeitos nao genomicos) (Rhen e Cidlowski, 2005).

Fisiologicamente, o eixo HPA desempenha um papel muito importante
na patogénese de doencas inflamatodrias (Chrousos, 1995) e sua atividade é
modulada por algumas citocinas como o TNFa, IL-1B e IL-6 (Besedovsky e Del

Rey, 1996). Os efetores finais do eixo, o cortisol e a corticosterona, reprimem
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a resposta imune inata e a resposta imune mediada por células T (Boumpas et
al., 1993; Wilckens e De Rijk, 1997). Recentemente, Shibolet et al. (2005)
demonstraram que camundongos adrenalectomizados exibiam exacerbacao da
colite induzida pelo TNBS e diminuicao significativa da capacidade de ligacao

de dexametasona marcada a mucosa colonica.

4, Tratamentos atuais para o tratamento de IBD

Muito se tem investido cientificamente para o desenvolvimento de
novas terapias que sejam eficazes no tratamento das IBD. Atualmente, as
terapias disponiveis e mais utilizadas incluem glicocorticoides, 5-
aminosalicilato e agentes imunossupressores (Rizzello et al., 2002). Mais
recentemente, o tratamento com anticorpos monoclonais anti-TNFo foi
introduzido na clinica (Cottone et al., 2006). No entanto, existem pacientes
que nao respondem a esses tratamentos ainda que combinados e, em muitos
casos uma intervencao cirlrgica se faz necessaria. Lapidus et al. (1998)
demonstraram que cerca de metade dos pacientes que sofrem de CD sofrem
intervencao cirlrgica nos primeiros 10 anos apos o diagnostico da doenca.

O 5-aminosalicilato e compostos relacionados sao a terapia de primeira
escolha para o tratamento de pacientes com UC e CD ativa tanto média
quanto moderada. Suas acoes devem-se ao bloqueio da producao de
prostaglandinas e leucotrienos, inibicao da quimiotaxia de neutrofilos
induzida por peptideos bacterianos, neutralizacdo de metabolitos reativos do
oxigénio e inibicao da ativacao do NF-xB (Podolsky, 2002). O tratamento com
0 acido 5-aminosalicilico pode colaborar na remissao da UC, porém, sua

eficacia na remissao da CD é questionavel (Podolsky, 2002).
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Os glicocorticoides sao comumente utilizados para o tratamento de IBD
quando a terapia com 5-aminosalicilatos nao produz efeitos satisfatorios
(Podolsky, 2002). Eles exercem suas acdes ao se ligarem ao receptor de
glicocorticdide (GR, do inglés glucocorticoid receptor) que esta localizado no
citoplasma das células alvo. Duas isoformas do GR foram originalmente
descritas, o GRa e o GRB. No citoplasma, o GR encontra-se ligado a proteina
hsp90. Uma vez que a molécula de glicocorticoide se liga ao GR, a proteina
hps90 se dissocia do receptor expondo a localizacao nuclear do complexo
glicocorticéide-GR permitindo, entao, que ele migre para o nucleo e se ligue
ao DNA promovendo transcricao e/ou repressao génica (Ito et al., 2006). Uma
vez dentro da célula, o mecanismo pela qual os glicocorticoides podem agir é
0 mesmo que o citado anteriormente no topico 3.6. Embora os
glicocorticéides sejam frequentemente efetivos, o tratamento com os mesmos
pode causar muitos efeitos colaterais, tais como imunossupressao, resisténcia
insulinica e diabetes, osteoporose, erosao gastrica, hipertensao e atrofia
muscular.

Ainda que o aumento nos niveis de TNFa durante as IBD seja
controverso, pois alguns pesquisadores conseguem detectar um aumento nos
niveis desta citocina e outros nao (Rogler e Andus, 1998), algumas das
terapias mais atuais para o tratamento dessas doencas sao os anticorpos
sollveis contra o TNFo, também conhecidos como infliximab. O infliximab
atua ao se ligar ao TNFa impedindo que ele se ligue em seus receptores nas
membranas das células alvo. No entanto, existem evidencias de que sua acao
no tratamento de doencas inflamatodrias cronicas é devida também a sua

habilidade em induzir a apoptose de mondcitos (Podolsky, 2002). Seu uso é
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indicado para o tratamento de pacientes que nao respondem as terapias
convencionais, como o acido 5-aminosalicilico, os glicocorticoides e os
imunomodulares. Seu uso foi bem tolerado durantes os estudos clinicos,
porém, foi geralmente associado ao aparecimento de efeitos colaterais como
infeccao no trato respiratério, dores de cabeca, nauseas, tosse, sinusite e
diarréia. Além disso, pode estar associado ao aumento no risco de reativacao
da tuberculose em pacientes com a doenca latente (Keating e Perry, 2002).
Outro grande problema do tratamento com infliximab é alto preco. O
tratamento anual pode custar até 30 mil dolares.

A terapia com agentes imunomoduladores é recomendada apenas para
pacientes cuja dose de glicocorticéides ndao pode ser diminuida ou
descontinuada. O grande problema desses agentes terapéuticos é que eles
aumentam o risco dos pacientes a infeccdes oportunistas.

A azatioprina e seu metabdlito ativo mercaptopurina sao os agentes
imunomoduladores mais utilizados. Estudos clinicos mostram que esses
agentes sao eficazes quando administrados em doses adequadas a pacientes
com UC ou CD, permitindo que a dose de corticosterdides seja diminuida e
prolongando a remissao da doenca (Present et al., 1980; Bouhnik et al., 1996;
Lewis et al., 2000). Os mecanismos de acao dessas drogas responsaveis pelos
seus efeitos terapéuticos permanecem desconhecidos embora ja se tenha
conhecimento de que suprimem a geracao de subgrupos especificos de células
T, o que pode explicar o tempo prolongado que € necessario para que estes
agentes exibam seus efeitos (Podolsky, 2002).

O metotrexato é efetivo no tratamento de CD ativa é eficaz na

manutencao da remissao da doenca (Feagan et al., 1995; Oren et al., 1996;
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Feagan et al., 2000). A forma de tratamento através de injecoes
intramusculares ou subcutaneas é um fator que torna esta terapia um tanto
quanto incoveniente. Seu mecanismo de acao nas IBDs permanece ainda
incerto. Os efeitos colaterais sao imunossupressao e risco de desenvolvimento

de pneumonia intersticial e de fibrose hepatica.

5. O uso de produtos naturais para o tratamento de IBD

Por milénios os produtos medicinais de origem natural tém sido
utilizados para o tratamento de diversas doencas. Embora a medicina
convencional tenha superado muitas dessas terapias, ressurgiu nos ultimos
anos um grande interesse, especialmente pela indUstria farmacéutica, em
examinar 0s recursos potenciais dos produtos naturais em busca de novos
compostos biologicamente ativos (Zhang e Ghosh, 2001).

Recentes trabalhos reforcam a idéia de que os produtos naturais
compdoem uma fonte importante para a descoberta de novas terapias para as
IBD. Em 1999, a dehidroleucodina, um sesquiterpeno isolado da planta
Artemisia douglasiana Bresser, apresentou eficacia em diversos modelos de
colite experimental (Wendel et al., 1999). A curcumina, substancia
responsavel pela coloracao amarela do condimento curry e extraido da planta
Curcuma longa Linn, mostrou-se eficaz na prevencao e no tratamento da
colite induzida por TNBS em camundongos por suprimir a ativacao do NF-kB
(Sugimoto et al., 2002; Ukil et al., 2003). Mais recentemente Cheng et al.
(2006) demonstram a eficacia da matrina, um alcaldide encontrado em
plantas do género Sophora, em melhorar a colite induzida pelo TNBS por

diminuir os niveis de TNFa.
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Nao sO as substancias isoladas de plantas, mas também os extratos
padronizados tém demonstrado eficacia em modelos animais de colite. Um
exemplo disso € o extrato de Ginko biloba, extraido das folhas verdes da
arvore de mesmo nome, que foi recentemente descrito por inibir a expressao
de TNFa, NF-xB p65 e IL-6 no tecido do colon de ratos com colite

experimental induzida pelo TNBS (Zhou et al., 2006).

6. O potencial terapéutico da a,p-amirina

As plantas pertencentes ao género Protium (Burseraceae) sao utilizadas
na medicina popular para o tratamento de sintomas inflamatérios. No Brasil,
as resinas e folhas sao popularmente utilizadas para o tratamento de Ulceras e
outros sintomas inflamatorios (Corréa, 1984). O extrato soluvel em éter das
resinas da Protium kleinii também demonstrou atividade antinociceptiva em
modelos de dor inflamatdria, além de acao antiinflamatoria topica em
modelos de inflamacao induzida pelo acetato de 12-o-tetradecanoilforbol
(TPA, do inglés 12-o-tetradecanoylphorbol-acetate) (Otuki, Vieira-Lima et al.,
2005). Analises fitoquimicas deste extrato revelaram a presenca de uma série
de triterpenos pentaciclicos, dentre eles uma mistura de dois isomeros, a o-
amirina e a B-amirina (figura 1) (Recio et al., 1995). A a-amirina demonstrou
atividade antiinflamatoria quando avaliada em modelos de inflamacao topica
induzidas por TPA por diminuir a formacao de edema, o influxo de leucocitos
polimorfonucleares, e a expressao da citocina IL-1B (Otuki, Vieira-Lima et al.,
2005). Ja a mistura 1:1 dos dois triterpenos (o,B-amirina) demonstrou
antinocicepcao em nivel periférico, espinhal e supra-espinhal em roedores por

inibir as vias da proteina quinase A e C (PKA e PKC) (Otuki, Vieira-Lima et al.,



INTRODUGAO

2005). Recentemente, foi demonstrado que a diminuicao dos niveis de
prostaglandina E; (PGE;) através da inibicao da expressao da ciclooxigenase-2
(COX-2), via inibicao das proteinas quinases ERK, p38 MAPK e PKCa, e
bloqueio da ativacao do NF-«B parece ser o principal mecanismo envolvido nas

acoes antiinflamatorias topicas da a -8 amirina (Medeiros et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica dos dois triterpenos pentaciclicos, o e f-amirina, isoladas da

resina da Protium kleinii.

A o,B-amirina isolada das resinas da planta Protium heptaphyllum
também demonstrou ser eficaz na protecao contra o dano hepatico induzido
pelo acetaminofeno (Oliveira, Chaves et al., 2005), na atenuacao da dor
aguda e da dor visceral induzida pela capsaicina (Oliveira, Costa et al., 2005)
e em outros modelos de dor visceral (Lima-Junior et al., 2006), além de uma
possivel atividade ansiolitica e antidepressiva (Aragao et al., 2006).

Tendo em vista a crescente necessidade de novas terapias para o
tratamento de IBD e a atividade antiinflamatodria exercida pela o,f-amirina e
a sua interacao com varias vias de sinalizacao da resposta inflamatoria, o

presente trabalho propos avaliar se a «o,f-amirina administrada
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sistemicamente possui atividade antiinflamatoria e imunomodulatoria sobre o
modelo de colite induzida pelo TNBS e alguns dos possiveis mecanismos de

acao que porventura estariam envolvidos.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar através de técnicas farmacologicas, bioquimicas e de biologia
molecular o possivel efeito antiinflamatério e imunomodulador da o,f-
amirina, no modelo de colite experimental induzido pelo TNBS em

camundongos e comparar seus efeitos com a dexametasona.

2. Objetivos Especificos

2.1. Avaliar, através de estudos in vivo, o efeito antiinflamatorio da o,p-

amirina sobre o modelo de colite curativa induzida pelo TNBS.

2.2. Investigar alguns dos mecanismos que podem estar relacionados com o

possivel efeito antiinflamatoério da o, B-amirina.

2.3. Avaliar, através de estudos in vivo, o efeito do tratamento com a,p-
amirina sobre a homeostase do sistema imune de camundongos com colite

experimental induzida pelo TNBS.
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1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando entre 35 - 40 g,
camundongos wild type C57BL/6 pesando entre 25 - 30 g e camundongos IL-10
/" C57BL/6 obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os animais foram mantidos sob condicoes controladas de
temperatura (22 °C) e com ciclo de 12 horas claro-escuro e tiveram livre
acesso a agua e racao. Os animais permaneceram sob essas condicées por no
minimo duas semanas para aclimatizacao antes de serem incluidos em algum
grupo experimental. Todos os protocolos foram previamente aprovados pelo
comité de ética local (processo numero 262/CEUA e 23080.035334/2003-

16/UFSC).

2. Inducéo de Colite

A colite experimental foi induzida conforme descrito originalmente
para ratos (Wallace et al., 1989) e modificado para camundongos (Mccafferty
et al., 1999) com poucas adaptacdes as nossas condicoes experimentais (Hara
et al., 2007). Apds 24h de jejum solido, utilizando uma grade no fundo da
caixa para evitar a coprofagia, e com livre acesso a solucao de glicose 5% os
animais foram aleatériamente divididos em grupos. Apos o periodo de jejum
os animais foram anestesiados com xilaizina (10 mg/kg, i.p.) € quetamina (80
mg/kg, i.p.) e a inducdo de colite foi realizada através da administracao
intracolonica de 0,1 ml de acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS; 2,5

mg em 50% etanol). Os animais controle receberam 0,1 ml de uma solucao
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salina 0.9 %. Apos inducao de colite os animais foram mantidos em posicao
inclinada a 45° por dois minutos. Decorridas 4h, os animais passaram a ter

livre acesso a comida e agua filtrada.
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Figura 2. Protoloco experimental. Apos 24 h de jejum os animais receberam 2,5 mg de
TNBS em 100 pl via intracolénica. Os animais controle receberam 100 ul de salina 0,9 %.
Vinte e quatro horas apds a inducdo, quando o quadro de colite aguda jad estava instalado,

iniciaram-se os tratamentos.

3. Tratamentos

Para avaliar os efeitos terapéuticos da administracao de diferentes
doses de a,B-amirina sobre a colite experimental induzida pelo TNBS, a
mistura 1:1 de o e PB-amirina foi isolada como previamente descrito (Otuki,
Ferreira et al., 2005), diluida em 5 % de Tween 80 e 5 % de etanol momentos
antes do uso e administrada duas vezes ao dia, tendo inicio 24 h apds a
inducao de colite (figura 2). Setenta e duas horas apos a inducao de colite e 4
h apds o ultimo tratamento os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical. Com o objetivo de investigarmos os mecanismos envolvidos no efeito

curativo da a,B-amirina, a dose mais efetiva (3 mg/kg, i.p.) foi utilizada nos
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experimentos seguintes. Dexametasona (1 mg/kg, s.c.) soi utilizada como

controle positivo.

4. Escore Macroscopico

Apos o sacrificio, a porcao final do coélon foi removida,
longitudinalmente aberta e cuidadosamente limpa com solucao salina 0.9%. A
severidade do dano no célon foi avaliada usando-se uma escala de dano
macroscopico conforme tabela publicada por Wallace (1989) para ratos e
adaptado para camundongos por McCafferty (1999) com poucas adaptacoes

para as nossas condicoes experimentais (tabela 1).

Grade
o Parametros
numérica

0 Auséncia de danos

1 Hiperemia sem ulceras

) Hiperemia e espessamento da parede do intestino sem a presenca de
Ulceras.
Um sitio de Ulceracao sem espessamento da parede do intestino.

4 Dois ou mais sitios de Ulceracao ou inflamacao.

0,5 cm de inflamacao.

6-10 1 cm de inflamacao. O escore é aumentado em 1 para cada 0,5 cm de
dano observado chegando ao maximo de 10.

Oor1  Auséncia ou presenca de diarréia

Oor1 Auséncia ou presenca de estreitamento (estreitamento do lUmem
dificultando a passagem das fezes).

0,1, or 2 Auséncia ou presenca de adesao média ou severa.

Tabela 1. Grade de escores para avaliacdo de dano macroscopico na colite induzida por TNBS
(Wallace et al., 1989; Mccafferty et al., 1999; Hara et al., 2007).
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5. Andlise Histoloégica

Em uma nova série de experimentos, 72 h ap6s a administracao de
TNBS, a porcao distal do colon foi removida e imediatamente fixada em
solucao de formaldeido 10%. A glandula adrenal, timo e baco foram
dissecados, pesados e fixados. Todos os tecidos foram emblocados em
parafina e seccionados a uma espessura de 5 ym, transferidos para laminas de
vidro e desparafinizados. Para analise histologica geral, as laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina. As amostras foram analisadas em

microscopio.

6. Escore Microscépico

Apos divisao do colon em regides distais, médias e proximais, o tecido
foi histologicamente analisado em microscopio, com aumento de 200x. A
severidade do dano foi avaliada usando-se escala publicada por Neurath

(1995) (tabela 2).

Grade
Descricao
Numérica

0 Sem sinais de inflamacao.

1 Pouca infiltracao celular para o tecido.

2 Moderada infiltracao celular para o tecido.

3 Grande quantidade de infiltracao celular; aumento da densidade
vascular; espessamento da parede do intestino.

4 Infiltracao transmural; perda de células goblet.

Tabela 2. Grade de escores para avaliacdo de dano histolégico na colite induzida por TNBS
(Neurath et al., 1995).
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7. Atividade da Enzima MPO

A migracao de neutréfilos para o tecido do coélon foi quantificada
indiretamente através da determinacdao da atividade da mieloperoxidase
(MPO). Os tecidos foram removidos, homogeneizados em tampao EDTA/NacCl
(pH 4.7), e centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O precipitado
resultante foi suspenso em tampao 1 gelado (pH 7.4; NaCl 0.1 M; NaPO4 0.02
M; Na/EDTA 0.015 M). Foi adicionado entdao, NaCl 0.2% gelado e apos 30
segundos; NaCl 1.6% contendo glicose 5% (gelado). A solucao foi centrifugada
a 10.000 rpm, 15 minutos a 4°C. O precipitado formado foi suspenso em
tampao 2 gelado (pH 5.4; NaPO4 0.5 M e 5% de hexadeciltrimetilamonio (H-
TAB), e as amostras obtidas foram congeladas e descongeladas 3 vezes em
nitrogénio liquido. Apos o Ultimo descongelamento, as amostras foram
centrifugadas novamente a 10.000 rpm, 15 minutos, 4°C; e 25 ul do
sobrenadante foram utilizados para o ensaio de atividade da MPO. A reacao
enzimatica foi realizada na presenca de tetrametilbenzidina (TMB) 1.6 mM,
NaPO4 80 mM e perdxido de hidrogénio (H,0;) 0.3 mM. A absorbancia foi
medida em 650 nm. A determinacao da concentracao de proteinas das
amostras foi realizada utilizando o método publicado por Bradford (1976). Os

resultados foram expressos em densidade dptica por mg de proteina.

8. Dosagem de Citocinas

Os niveis teciduais de IL-18, IL-10 e IL-12 foram avaliados de acordo
com Francischi (2000) (Francischi et al., 2000) com poucas modificacoes.
Resumidamente, os tecidos foram removidos e homogeneizados com PBS

contendo Tween 20 (0.05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil 0.1 mM, cloreto de
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benzometonio 0.1 mM, EDTA 10 mM, e aprotinina A 2 ng/ml. A solucao
formada foi centrifugada a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
armazenado a -80°C até o momento da analise. Os niveis de citocinas foram
determinados utilizando-se Kits especificos de ELISA (enzyme immuno sorbent

assay) de acordo com as recomendacées do fabricante.

9. Dosagem de corticosteona

Ao final dos tratamentos os camundongos foram anestesiados com
xilazina 10 mg/kg e quetamina 80 mg/kg. Com o objetivo de eliminar os
efeitos do estresse sobre a secrecao de corticosterona, as amostras de sangue
foram retiradas 15 min apo6s a inducao da anestesia. Os niveis plasmaticos de
corticosterona foram determinados usando-se um kit EIA (enzyme
immunoassay), de acordo com instrucdes do fabricante. Todas as amostras de

sangue foram coletadas no mesmo periodo do dia.

10. Imunoistoquimica

A expressao do VEGF (C-1) (1:100) e do Phospho-NF-K p65 (Ser 276)
(1:50) foi detectada em cortes histologicos confeccionados a partir dos blocos
de parafina contendo amostras do tecido do célon. Os cortes teciduais de
espessura de 3 pm foram montados sobre laminas preparadas com solucao de
ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene) a 5 % em acetona, sendo mantidas em
estufa a uma temperatura de 50°C durante 1h para fixacao dos cortes nas
laminas. Apos fixacao, os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados
por passagens sucessivas em etanol de concentracoes decrescentes (etanol

absoluto, etanol 90 %, etanol 80 % e finalmente etanol 70 %). O bloqueio da
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peroxidase endogena dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar o
desenvolvimento de reacdes inespecificas falso-positivas. Para tanto, as
ldminas foram imersas em uma solucao de perdxido de hidrogénio a 1,5 % e
metanol absoluto (v/v), em uma passagem de 20 min, com posterior lavagem
através de duas passagens em agua destilada. Previamente a incubacao com o
anticorpo primario, as laminas foram submetidas ao tratamento para
reativacao antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios antigénicos
mascarados pela fixacao e inclusao do tecido em formol e parafina. Para este
fim, foi preparada uma solucao composta por 180 ml de acido citrico 0,1 M e
820 ml de citrato de sddio 0,1 M pH 6,0. Apds preparo da solucado, as laminas
foram imersas nesta solucao de reativacao antigénica diluida 1:10 em agua
destilada, e mantidas em banho-maria ajustado para 95-98°C, durante 45
min. Logo apos, ainda como parte do processo de reativacao antigénica
através do calor, as laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas
durante 20 min a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas em agua
destilada. Apos a lavagem das laminas, estas foram submersas em tampao
salina fosfato (PBS, composicao: NaCl 137 mM, KCl 2 mM e tampao fosfato 10
mM, pH 7,2-7,4).

O anticorpo monoclonal primario anti-VEGF (C1) foi diluido a 1:100, em
uma solucao comercial apropriada a diluicao de anticorpos composta por TRIS-
NaCl (Tris Base 13,9 g; Tris-HCl 60,6 g; NaCl 87,66 g; pH 7,6) e um reagente
comercial bloqueador de reacao inespecifica. Apos esta etapa, a solucao
contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas
foram mantidas em camara Umida a 37°C durante 1h. A seguir, estas foram

lavadas com tampao PBS, por 2 vezes, por 5 min cada, a temperatura
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ambiente. Apos lavagem as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG/IgM conjugado com um polimero de peroxidase pronto
para uso em camara Umida durante 1h a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas duas lavagens utilizando-se PBS por 5 min, a
temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a uma revelacao
colorimétrica com kit comercial (através de uma solucao cromégena contendo
0,03% de 3,3 -diaminobenzidina (3,3°,4,4"-
tetraaminobiphenyltetrahydrochloride) previamente diluido em tampao
imidazol pH 7,2 e peroxido de hidrogénio a 0,3 %. Apds a revelacao, foram
realizadas a contracoloracao das laminas com solucdo de hematoxilina de
Harris, desidratacao através de passagem das laminas em concentracoes
crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80 %, 90 % e etanol absoluto),
diafanizacao em xilol e montagem em ENTELLAN®. A leitura das laminas foi
realizada em microscopio optico comum (Leica, Sao Paulo, SP), em aumento
de 200x e 400x, sendo analisados todos os campos da lamina. O resultado
positivo foi revelado pelo aparecimento de coloracao castanha no local da

marcacao pelos anticorpos.

11. Drogas e Reagentes

o,B-Amirina (mistura 1:1) foi isolada das resinas da planta P. kleinii
como descrito previamente, com grau de pureza de 92 % (Otuki et al., 2005a).
Dexametasona, brometo de hexadecilmetillamonio, tetrametilbenzidina,
peroxido de hidrogénio, Tween 20, Tween 80, fluoreto de fenilmetilsulfonil,
cloreto de benzametonio, EDTA, aprotinina, eosina tamponada em tampao

fosfato, hematoxilina, acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico foram adquiridos
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da Sigma (St. Louis, EUA). Formaldeido foi adquirido da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Xilazina foi adquirida da Vetbrands (Sao Paulo, Brasil) e
quetamina da Sespo (Sao Paulo, Brasil). Reagente de Bradford foi adquirido da
Bio-Rad Laboratories (Richmond, EUA). Mouse IL-10 e mouse IL-1beta/IL-1F2
DuoSet kits foram adquiridos da R&D Systems (Minneapolis, EUA).
Corticosterona EIA kit foi adquirido da Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA). O
anticorpo monoclonal (mouse) VEGF (C-1) foi adquirido da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, EUA). O anticorpo monoclonal (rabbit) phospho-
NF-xB p65 (Ser 276) foi adquirido da Cell Signaling (Boston, EUA). O anticorpo
secundario Envision Plus e 3,3-diaminobenzidina foram adquiridos da Dako

Cytomation (Carpinteria, EUA).

12. Analise Estatistica

Todos os dados estao expressos como média + erro padrao da média.
Para analise estatistica de dados nao paramétricos entre 2 grupos o teste Mann-
Whitney U foi utilizado. Para analise de dados nao paramétricos entre mais de 2
grupos o teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
Para dados paramétricos as diferencas estatisticas entre dois grupos o test t
nao pareado foi utilizado. A analise estatistica entre mais de 2 grupos foi
realizada através de ANOVA de uma via seguida do teste Student Newman-
Keuls. As analises estatisticas foram realizadas usando-se o software Graphpad

Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).
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1. Caracterizacao do modelo curativo de colite experimental induzida pelo
TNBS

Em uma série inicial de experimentos para se determinar o efeito do
TNBS sobre o coélon, a colite experimental foi induzida como descrito
previamente e 24 h apods a inducao os animais foram sacrificados e os escores
macro e microscopicos além da atividade da MPO analisados. Como pode ser
observado na figura 3A, a administracao intracolonica de TNBS causou grande
dano elevando o escore macroscopico em 16,8 vezes. Os cortes histologicos
revelaram um grande influxo de células polimorfonucleares para o tecido
além de um extensivo dano tecidual que elevou o escore em 12,5 vezes
(figura 3B e D). O influxo de células polimorfonuclares pode ser confirmado

pela medida da atividade da MPO que foi aumentada em 5,5 vezes (figura 3C).

2. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre o dano
macroscopico e a atividade da enzima MPO

Com o objetivo de se avaliar o efeito do tratamento curativo da a,B-
amirina sobre a colite experimental induzida pelo TNBS, a,B-amirina foi
administrada via intraperitoneal nas doses de 0,3; 1 e 3 mg/kg, doses estas
baseadas em publicacées preliminares (Otuki, Ferreira et al., 2005; Otuki,
Vieira-Lima et al., 2005; Medeiros et al., 2007). A dexametasona (1 mg/kg,

s.c.) foi utilizada como controle positivo. O tratamento teve inicio 24 h apds a
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inducao de colite, quando um quadro de colite aguda ja havia se instalado, e

foi realizado duas vezes ao dia.
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Figura 3. Estabelecimento do quadro de colite aguda 24 h apos a administracdo de
TNBS. (A) Dano macroscépico. (B) Dano microscdpico. (C) Migracdo de polimorfonucleares,
medido indiretamente pela atividade da enzima MPO no tecido do célon. As colunas
representam a média de 3 - 5 animais e as barras verticais o erro padrédo da média. # p<0.05
(teste Mann-Whitney U). * p<0.05 (teste t ndo pareado). (D-E) Fotomicrografias
representativas de cortes histologicos do tecido do célon fixados em H & E dos grupos salina

e TNBS, respectivamente (aumento de 100x).

O tratamento com a,B-amirina (3 mg/kg, i.p., 2x/dia) reduziu o dano
macroscopico alcancando uma inibicao estatisticamente significativo com a
dose de 3 mg/kg. As porcentagens de inibicao foram 16,36 + 9,64, 61,36 +
11,81 e 90,00 + 3,34 %, respectivamente. O tratamento com dexametasona (1
mg/kg, i.p., 2x/dia) também foi eficaz em inibir esse parametro com

porcentagem de inibicao de 75,00 + 9,64 % (figura 4A).
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Figura 4. Efeito do tratamento com a,B-amirina sobre o dano macroscopico e a
infiltracdo de células polimorfonucleares no célon de animais com colite experimental
induzida pelo TNBS. (A) Dano macroscépico. (B) Migracdo de polimorfonucleares, avaliado
indiretamente pela atividade da enzima MPO no tecido do célon. As colunas representam a
media de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. # p<0.05; ## p<0.01
comparado ao grupo salina + TNBS (Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn); *** p<0.001

comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc Newman-Keuls).

O acumulo de células polimorfonucleares, indicado pela atividade da
MPO no tecido do colon, foi 45 vezes maior em animais com colite
experimental do que em animais controle. O tratamento com a,B-amirina nas
doses de 1 e 3 mg/kg (i.p., 2x/dia) inibiu de maneira marcante a atividade da
MPO. As porcentagens de inibicao foram 90,95 + 0,74 e 93,34 + 1,37 %,
respectivamente. A dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia) inibiu também a
atividade da enzima MPO com porcentagem de inibicao de 76,95 + 6,35 (figura
4B).

Baseado na eficacia da a,B-amirina em melhorar o dano macroscépico e
a atividade da MPO no tecido do coélon, a,B-amirina foi adminstrada na dose
de 3 mg/kg nos proximos experimentos com o objetivo de investigar alguns

dos mecanismos que medeiam seu efeito antiinflamatorio.
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3. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre o dano
microscopico

Como pode ser observado na figura 5A, imagens histoldgicas de animais
controle, nao mostraram, ou mostram de maneira muito discreta, sinais de
infiltracao de células polimorfonucleares para o tecido do célon. Em
contraste, apos a administracao de TNBS toda a parede do célon se tornou
espessa e com sinais de distorcao das criptas, perda de células goblet e
infiltracao de mono e polimorfonucleares. A administracao de a,B-amirina na
dose de 3 mg/kg (i.p., 2x/dia) demonstrou grande eficacia, reestabelecendo
quase aos niveis normais o dano histologico. A porcentagem de inibicao foi de
61,9 + 9,52%. O tratamento com dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia)
também foi eficaz em reduzir o dano microscopico do célon com porcentagem

de inibicao de 80,95 + 9,52% (figura 5B).

4, Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre a morfometria da
glandula adrenal

A analise morfoldgica da glandula adrenal 72 h apds a inducao de colite
mostrou discreta hipervascularizacao e hiperplasia cortical, o que se traduz
pelo aumento da relacdao cértex/medula corticosterona (figura 6). Estas
caracteristicas foram revertidas pelo tratamento com a,B-amirina e com

dexametasona.
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Figura 5. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre o dano microscopico do célon de
animais com colite experimental induzida pelo TNBS. (A) Fotomicrografias representativas
de cortes histélogicos do tecido do colon fixados em H & E (aumento de 100 X). (B) Escore
microscopico. As colunas representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro
padrdo da média. ### p<0.001 comparado ao grupo salina + TNBS (Kruskal-Wallis seguido do

teste de Dunn).
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Figura 6. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre a morfologia da gldandula adrenal
de animais com colite experimental induzida pelo TNBS. As colunas representam a média
de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. # p<0.05 comparado ao grupo
salina; * p<0.05 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post hoc

Newman-Keuls).

5. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre os niveis
plasmaticos de corticosterona

Os niveis séricos de corticosterona, o principal glicocorticdide
produzido pelo cortex adrenal de camundongos, foram completamente
abolidos pelo tratamento com dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia) como
esperado. Interessantemente, o tratamento com a,B-amirina (3 mg/kg, i.p.,
2x/dia) nao afetou de modo significativo a liberacao de corticosterona (figura

7).
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Figura 7. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre os niveis de corticosterona no
plasma de animais com colite experimental induzida pelo TNBS. As colunas representam a
média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. *** p<0.001 comparado

ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

6. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre o peso do bac¢o

O tratamento com q,B-amirina (3 mg/kg, i.p., 2x/dia) nao afetou o
peso do baco, no entanto, o tratamento com dexametasona (1 mg/kg, s.c.,
2x/dia) reduziu o peso do baco em 62,51 + 2,56 % em comparacao com

animais controle.

7. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre a morfologia do
timo
Observamos uma alteracao muito mais pronunciada na morfologia do

timo em relacao ao baco. Animais com colite experimental induzida pelo TNBS
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apresentaram deplecao de timécitos no cortex do timo, caracteristica esta
que foi completamente prevenida pelo tratamento com a,B8-amirina (3 mg/kg,
i.p., 2x/dia). Nos animais tratados com dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia),
os limites entre o cortex e a medula estavam pouco nitidos, com evidencia de
celularidade medular reduzida em relacdo ao timo dos animais com

colite, com parcial recuperacao dos timocitos no cortex (figura 10).
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Figura 8. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre o peso do baco de animais com
colite experimental induzida pelo TNBS. As colunas representam a média de 6 - 8 animais e
as barras verticais o erro padrdo da média. *** p<0.001 comparado ao grupo salina (ANOVA de

uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

8. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre os niveis teciduais
de IL-1p

Nos animais com colite experimental induzida pelo TNBS o nivel dessa
citocina demonstrou estar aumentada em cerca de 2 vezes. O tratamento com

a,B-amirina (3 mg/kg, i.p., 2x/dia) reduziu em 85,98 + 34,36 % os niveis dessa
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citocina. A dexametasona reduziu os niveis de IL-1B abaixo dos niveis basais.

(figura 11).

Veiculo Veiculo Dexametasona o,-Amirina

Colite induzida pelo TNBS

Figura 10. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre a estrutura do timo de animais
com colite experimental induzida pelo TNBS. Fotomicrografias representativas de cortes

histologicos do tecido do célon fixados em H & E (aumento de 100 X).

9. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre os niveis teciduais
de IL-10

Em animais com colite experimental induzida pelo TNBS a expressao
dessa citocina foi suprimida em 2,7 vezes. Tanto o tratamento com
dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia) quanto o tratamento com a,B-amirina
(3 mg/kg, i.p., 2x/dia) foram capazes de recuperar os niveis de IL-10. A
porcentagem de recuperacao da producao dessa citocina para a a,B-amirina
foi de 64,01 + 9,96 % e para a dexametasona foi de 58,52 + 15,23 % (Figura

12).
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Figura 10. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre os niveis de IL-1f no tecido do
colon de animais com colite experimental induzida pelo TNBS. As colunas representam a
média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. ### p<0.001 comparado
ao grupo salina; * p<0.05, *** p<0.001 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post hoc Newman-Keuls).

10. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre o dano
macroscopico em camundongos IL-107"

Na figura 13 observamos que a administracao de TNBS em camundongos
IL-107" causa um dano macroscopico 2,5 vezes maior do que em animais
C57BL/6 que servem como controle para os animais IL-107". O tratamento
com a,B-amirina (3 mg/kg, i.p., 2x/dia) assim como o tratamento com
dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia) foram capazes de reduzir o dano
macroscopico induzido pelo TNBS. As porcentagens de inibicao foram 92,85 =+

6,84 para a a,B-amirina e 82,14 + 7,14 % para a dexametasona.
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Figura 11. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre os niveis de IL-10 no tecido do
célon de animais com colite experimental induzida pelo TNBS. As colunas representam a
média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. # p<0.05 comparado ao
grupo salina; * p<0.05 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo
post hoc Newman-Keuls).

11. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre a expressao de
VEGF

A expressao de VEGF foi mais de 2 vezes maior em animais com colite
induzida pelo TNBS do que em animais controle. O tratamento com q,B-
amirina (3 mg/kg, i.p., 2x/dia), mas nao o tratamento com dexametasona (1
mg/kg, s.c., 2x/dia) reduziu de modo significativo a expressao de VEGF aos

niveis basais como demonstrado na figura 14.
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Figura 12. Efeito do tratamento com a,B-amirina sobre o dano macroscépico do colon de
animais IL-10"" com colite experimental induzida pelo TNBS. Dano macroscépico. As
colunas representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. #
p<0.05; ## p<0.01 comparado ao grupo salina + TNBS (Kruskal-Wallis seguido de teste de
Dunn); *** p<0.001 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo post

Newman-Keuls).

12. Efeito do tratamento curativo com a,B-amirina sobre a expressao da
forma fosforilada da subunidade p65 do NF-xB

Na figura 15 demonstramos uma expressiva ativacao do fator de
transcricao NF-xB no célon de animais com colite experimental induzida pelo
TNBS. Efeito este pode ser constatado através da analise imunoistoquimica da
forma fosforilada do NF-xB p65. A expressao de fosfo-NF-xB p65 no colon de
animais com colite foi cerca de 12 vezes maior do que em animais controle.
Ambos os tratamentos com a,B-amirina (3 mg/kg, i.p., 2x/dia) ou

dexametasona (1 mg/kg, s.c., 2x/dia) aboliram completamente tal ativacao.
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Figura 13. Efeito do tratamento com a,ff-amirina sobre a expressdo de VEGF no tecido
do célon de animais com colite experimental induzida pelo TNBS. As colunas representam
a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. # p<0.05 comparado ao
grupo salina; * p<0.05 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via seguida pelo

post hoc Newman-Keuls).

45




RESULTADOS [Eg;

my

~
— : —
‘ 200 pm 200 pm
Veiculo TNBS + Veiculo
W R R Ty 200 pm
TNBS + a,B-Amirina TNBS + Dexametasona
B CVeiculo
Il Dexametasona (1 mg/kg, s.c.)
= Amirina (3 mg/kg, i.p.)
501 fid
o
S '8, 40-
m o
<
L E 304
z 8
2 2 204
%%.E
(0]
2 104
aR
o — .

Colite induzida pelo TNBS

Figura 14. Efeito do tratamento com a,f-amirina sobre a expressdio da forma
fosforilada do NF-xB no tecido do colon de animais com colite experimental induzida
pelo TNBS. As colunas representam a média de 4 - 6 animais e as barras verticais o erro
padrdo da média. A seta indica a marcacdo nuclear mais intensa (cor marrom). # p<0.05
comparado ao grupo salina; * p<0.05 comparado ao grupo salina + TNBS (ANOVA de uma via

seguida pelo post hoc Newman-Keuls).
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IBD é uma doenca auto-imune caracterizada por inflamacao crénica e
destruicao tecidual que pode afetar o intestino delgado distal e a mucosa
colonica. As duas principais formas conhecidas sao a UC e a CD. Ambas
causam severos sintomas que acabam por prejudicar a qualidade de vida dos
pacientes e sua prevaléncia é extremamente alta em paises industrializados
(Hanauer, 2006). A incidéncia de UC na América do Norte varia de 2,2 a 14,3
casos a cada 100.000 habitantes dependendo da regidao. Ja para a CD a
incidéncia varia de 3,1 a 14,6 casos a cada 100.000 habitantes. Ja na Europa,
a UC pode afetar cerca de 1,5 a 20,3 pessoas a cada 100.000 habitantes, e os
casos de CD podem variar de 0,7 a 9,8 a cada 100.000 habitantes, também
dependendo da regidao. Curiosamente, na América Latina, a incidéncia tanto
de UC quanto de CD é extremamente baixa quando comparada com América
do Norte e Europa. Para UC, a ocorréncia fica entre 1,2 e 2,2 casos a cada
100.000 habitantes e para CD os indices sao ainda menores, de 0 a 0,003 casos
a cada 100.000 habitantes. Ambas as doencas sao comumente diagnosticadas
em individuos jovens ou que estao no inicio da fase adulta. Ha uma ligeira
predominancia de CD entre mulheres enquanto que os homens sao mais
predominantes na UC (Loftus, 2004).

Embora a etiologia dessa classe de doencas permaneca incerta,
recentes evidéncias sugerem que as IBD estejam associadas a um desequilibrio
entre mediadores anti-inflamatorios e pro-inflamatoérios, especialmente as
citocinas (Sartor, 1996; Sartor e Hoentjen, 2005); e a uma ativacao
desregulada de algumas vias intracelulares, principalmente a via do NF- kB

(Sartor, 2006). O modelo de colite experimental induzido pelo TNBS reproduz
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muito das caracteristicas fisiopatoldgicas das IBD observadas em humanos. No
entanto, é um modelo misto, que exibe tanto o perfil de CD quanto de UC
(Strober et al., 2002).

As terapias disponiveis atualmente para o tratamento dessas doencas
nao sao totalmente adequadas, uma vez que seu uso esta associado a
importantes efeitos colaterais ou possuem um custo muito elevado. Embora
efetivos durante a fase aguda da doenca, esses agentes falham em prolongar a
remissao da doenca. Além do mais, alguns pacientes sao resistentes a essas
drogas, e em muitos casos, a intervencao cirlrgica se faz necessaria (Isaacs et
al., 2005; Jakobovits e Travis, 2005).

A classe de medicamentos mais utilizada para o tratamento de IBD é a
dos glicocorticoides. Essa classe de drogas possui um amplo mecanismo de
acao. Os glicocorticoides influenciam o trafico de leucécitos e inibem muitas
de suas funcoes (Chrousos, 1992; Chrousos e Gold, 1992; Boumpas et al.,
1993; Chrousos et al., 1993). Além disso, suprimem a ativacao de células do
sistema imune, inibem a producao de citocinas e outros mediadores da
inflamacao. Essas drogas suprimem a funcao das células Ty1 e estimulam a
apoptose de eosindfilos e células T. Os glicocorticoides inibem também a
expressao de moléculas de adesao e de seus receptores (Cronstein et al.,
1992). A supressao dos genes que codificam as enzimas fosfolipase A; (PLA;),
ciclooxigenase 2 (COX-2) e da isoforma induzida da sintase do oOxido nitrico
(iNOS), diminui a producao de mediadores lipidicos, prostandides e do déxido
nitrico (Rhen e Cidlowski, 2005). Essa variedade de efeitos antiinflamatorios e
imunossupressores os tornam, muitas vezes, uma terapia inviavel para

inumeras doencas devido ao enorme nimero de efeitos colaterais (Boumpas et
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al., 1993). Neste contexto, o desenvolvimento de uma nova terapia para o
tratamento de doencas inflamatdrias cronicas e em especial para o
tratamento de IBD se faz necessario.

A eficacia do uso de produtos naturais para o tratamento de IBD tem
sido amplamente demonstrada na literatura (Wendel et al., 1999; Sugimoto et
al., 2002; Ukil et al., 2003; Cheng et al., 2006). Além do mais, diversos
trabalhos tém mostrado a grande eficacia dos triterpenos pentaciclicos a-
amirina e B-amirina sobre diversos modelos de inflamacao (Oliveira, Chaves et
al., 2005; Otuki, Vieira-Lima et al., 2005; Medeiros et al., 2007). Baseado
nessas evidéncias, o presente trabalho avaliou o efeito do tratamento
sistémico com a,B-amirina, em comparacdao com o tratamento com a
dexametasona, sobre o modelo de colite experimental induzida pelo TNBS em
camundongos. Os resultados mostrados no presente trabalho demonstram que
o tratamento curativo com a,B-amirina foi tao eficaz quanto o tratamento
com dexametasona na reducao dos parametros inflamatorios causados pela
administracao intra-retal de TNBS.

De maneira interessante, Otuki et al. (2005) demonstraram que a a,B-
amirina isolada das resinas da planta Protium kleinii nao possui afinidade pelo
receptor de glicocorticoide, descartando assim, a hipotese de que os efeitos
observados pelo seu tratamento seja devido a ativacao do GR. Uma de nossas
hipoteses era a de que o tratamento com a,B-amirina estaria interferindo
diretamente com a liberacao de corticéide endogeno pela glandula adrenal ou
indiretamente através da inducao de outras moléculas uma vez que diversos
trabalhos demonstram que varios mediadores podem interferir com a

atividade do eixo HPA, aumentando ou diminuindo a secrecao de hormonios e
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corticoides (Bernardini et al., 1990; Gaillard et al., 1990; Vankelecom et al.,
1990; Imura et al., 1991; Mastorakos et al., 1993). O eixo
adrenocorticotréfico esta intimamente relacionado a imunomodulacao,
constituindo um sistema chave para a homeostase do sistema imune,
denominado sistema neuro-imuno-endocrino. Em condicdes fisiologicas, o
hormonio hipofisario ACTH estimula a secrecao adrenal basal de
corticoesterodides, e esta por sua vez exerce um retro-controle hipotalamo-
hipofisario (Krieger e Mellinger, 1971). A secrecao de corticosterona atua
sobre a resposta imune inata e sobre a resposta imune especifica mediada por
células T, inibindo a migracdo de linfécitos e reduzindo a producao de
anticorpos (Michael e Chapman, 1990). Nossos resultados demonstram, no
entanto, que o tratamento com a,B-amirina nao alterou os niveis séricos de
corticosterona e nem causou alteracao na morfologia da glandula adrenal
quando comparado com grupo controle. Em contraste, o tratamento com
dexametasona reduziu para niveis indetectaveis a corticosterona no soro dos
animais.

Outra acao indesejavel no efeito imunossupressor exercido pelos
glicocorticéides é a inducao de apoptose de populacdes de células T
especialmente no timo, onde as células T provenientes da medula o6ssea
sofrem o processo de maturacao, e no baco, orgao linféide secundario, onde
as APCs encontram um ambiente favoravel para apresentar antigenos para as
células T maduras (Cidlowski et al., 1996; Rhen e Cidlowski, 2005). Com base
nesses dados foi analisado se o tratamento com a,B-amirina poderia interferir
com a morfometria do baco e do timo de animais com colite experimental

induzida pelo TNBS. Surpreendentemente, e de maneira contraria a
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dexametasona, o tratamento com a,B-amirina nao alterou a relacdo cortex-
medula em relacao a celularidade e também nao interferiu com o peso do
baco dos animais. A auséncia desses efeitos imunossupressores apos o
tratamento com a,B-amirina parece ser o grande diferencial dessa molécula.
Diversos fatores, sendo eles bioquimicos, genéticos ou ambientais,
estao relacionados com o desenvolvimento de IBD. Dentre esses fatores, o
desequilibrio entre citocinas anti-inflamatorias e pro-inflamatorias vem
ganhando destaque nos Ultimos anos (Radford-Smith e Jewell, 1996; Sartor,
1996; Sartor e Hoentjen, 2005). O aumento da permeabilidade do epitélio
intestinal a antigenos e bactérias € um dos fatores que determinam o
desenvolvimento de doencas inflamatorias intestinais. Em meados da década
passada Hilsden et al. (1996) demonstraram que parentes de primeiro grau
sadios de pacientes com doenca de Crohn possuiam a permeabilidade do
epitélio intestinal exageradamente aumentada. Em situacdes em que a flora
normal cruza o epitélio intestinal em grandes quantidades pode haver o
desenvolvimento de uma inflamacao cronica mediada por células T. Recentes
dados sugerem que a liberacao de IFNy e TNFa sejam os responsaveis pela
ruptura da barreira epitelial. No entanto, os mecanismos pelos quais isso
ocorreria nao estao completamente elucidados (Wang et al., 2006). Nossos
resultados confirmam os dados da literatura, uma vez que observamos um
aumento expressivo dos niveis da citocina IL-1f € uma também expressiva
diminuicao dos niveis da citocina IL-10 em animais com colite experimental
induzida pelo TNBS. Em nosso modelo nao conseguimos detectar o aumento da

citocina TNFa 72 h apods a inducao de colite. Embora esta seja considerada
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uma das citocinas mais importantes na patogénese das IBD, nem todos os
pesquisadores conseguem detectar seu aumento (Youngman et al., 1993)

As células apresentadoras de antigeno (APC) sdao as responsaveis por
reconhecer os antigenos, através de receptores de reconhecimento padrao
(PRR). Os PRR’s reconhecem estruturas conservadas de virus e bactérias
(PAMP) e geralmente ativam vias pro-inflamatodrias alertando o hospedeiro
quanto a infeccao (Philpott e Girardin, 2004). Neste processo, duas classes
desses receptores estao envolvidas: os receptores toll-like (TLR) e as
moléculas com dominio de ativacdo e recrutamento de caspases (CARD). Os
TLR’s estao usualmente presentes nas membranas celulares e possuem um
dominio de reconhecimento externo rico em leucina e um dominio de
sinalizacao interno (Takeda e Akira, 2004). Ja os CARD’s estao presentes no
citosol de células epiteliais e células imunes. Essas proteinas também
possuem um dominio C-terminal rico em leucina. O dominio de ativacao e
recrutamento de caspases esta presente no dominio N-terminal (Inohara et
al., 2003).

O reconhecimento dos PAMP’s pelos PRR’s induz a expressao de
moléculas co-estimulatorias, como a CD80 e a CD86, e do complexo de
histocompatibilidade principal classe Il (MHCII) na superficie das células
apresentadoras de antigenos. Uma vez reconhecidos, os antigenos sofrem o
processo de endocitose onde sao fagocitados e apresentados as células T pelas
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) do tipo Il
(Janeway e Medzhitov, 2002; Steinman, 2003). A citocina IL-10 reduz
drasticamente a expressao das moléculas MHCII, o que por sua vez reduz a

capacidade de apresentacao de antigenos diminuindo a proliferacao das
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células T (De Waal Malefyt et al., 1991). Outro mecanismo importante na
acao anti-inflamatoéria da IL-10 € a inibicao da atividade do NF-xB. Essa
inibicao acontece por inibicao da atividade da IKK, a enzima que fosforila as
moléculas de IkB, e por inibicdo do NF-kB que ja se encontra no nucleo da
célula (Driessler et al., 2004). O tratamento com a,B-amirina recuperou os
niveis de IL-10, o que nos permite sugerir que este € um dos mecanismos pela
qual ela exerce seus efeitos. No entanto, esse nao parece ser o Unico
mecanismo, uma vez que ela foi capaz de reduzir o dano macroscopico do
colon de animais IL-10”" com colite experimental com a mesma eficacia que
em animais Swiss.

A ativacao do NF-xB também tem sido demonstrada como o fator chave
para o desenvolvimento da inflamacao cronica e perpetuacao da resposta
inflamatoria local durante as IBD (Rogler et al., 1998; Sartor, 2006). O NF-kB,
quando ativado, promove a expressao de varios mediadores inflamatorios,
dentre eles as citocinas pré-inflamatorias (Kopp e Ghosh, 1995). A ativacao do
NF-kxB promove também a expressao de VEGF, o que por sua vez estimula a
angiogénese (Stifter, 2006). A importancia desta molécula para as IBD foi
demonstrada em dois estudos clinicos, onde foi observado que pacientes com
IBD possuiam um aumento nos niveis séricos (Griga et al., 1998) e na mucosa
colonica (Griga et al., 2002) da mesma. Em nosso trabalho foi possivel
observar um aumento expressivo na expressao de VEGF na mucosa colonica,
confirmando os dados da literatura. O tratamento com a,B-amirina reduziu a
expressao de VEGF e praticamente aboliu a ativacao do NF-xB. Esses
resultados nos permitem sugerir, entdao, que a diminuicao dos niveis da

citocina IL-18 associado a recuperacao dos niveis de IL-10 estaria modulando
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negativamente a ativacao do NF-kB, o que por sua vez estaria diminuindo a
expressao de VEGF e até mesmo da propria citocina IL-1B.

A migracao celular é um dos passos mais importantes do processo
inflamatorio. Células efetoras e regulatorias chegam ao intestino através de
um mecanismo altamente seletivo que envolve a interacao com o endotélio
vascular, diapedese através da parede do vaso e migracdao para a lamina
propria (Williams, 2004). Citocinas inflamatorias, tais como TNFa, IL-18 e IL-6
aumentam a expressao de moléculas de adesao nas células endoteliais que
promoverao a adesao de neutrofilos e mondcitos circulantes ao endotélio
inflamado (Smythies et al., 2005). Diversos tipos de células, inclusive aquelas
que migram para o tecido, sao capazes de produzir e secretar IL-1B. Dentre
essas células estdao os monocitos/macrofagos, neutrofilos e células
endoteliais. A funcao da IL-1B8 é ativar células imunes e inflamatorias
(Dinarello, 1994). Diversos trabalhos tém demonstrado que os niveis desta
citocina encontram-se elevados em lesoes inflamatodrias de pacientes com IBD
(Mahida et al., 1989; Ligumsky et al., 1990; Isaacs et al., 1992; Youngman et
al., 1993; Casini-Raggi et al., 1995; Radford-Smith e Jewell, 1996; Reimund et
al., 1996; Andus et al., 1997).

O tratamento com a,B-amirina praticamente aboliu o influxo de células
polimorfonucleares para o tecido. Essa drastica diminuicao pode ser explicada
pela diminuicao da expressao do VEGF que estaria diminuindo a angiogénese.
A abolicao da ativacao do NF-kB, por sua vez, estaria diminuindo a expressao
de moléculas de adesao, tao importantes para a migracao celular, um

mecanismo que ainda precisa ser avaliado. Por sua vez, a diminuicao do
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influxo de células inflamatoérias para o tecido estaria contribuindo para a
diminuicao dos niveis de citocinas inflamatdrias, como a IL-18.

Nos Ultimos anos diversas linhas de pesquisa tém direcionado esforcos
em novas terapias para IBD. Uma das estratégias inclui os receptores PPARy. O
PPARy é um receptor nuclear inicialmente identificado pelo seu papel na
regulacao de genes envolvidos no metabolismo e na diferenciacao de
adipacitos (Schoonjans et al., 1997). Estudos in vitro mostram que a ativacao
desse receptor é capaz de suprimir a resposta inflamatoria por inibir a
producao de citocinas e quimiocinas secretadas por células epiteliais e
mieloides. No entanto, os mecanismos moleculares dessa supressao
permanecem desconhecidos (Jiang et al., 1998; Ricote et al., 1998; Lefebvre
et al., 1999). Alguns trabalhos recentemente publicados mostram que
agonistas PPARy sao capazes de atenuar a colite em modelos animais e por
esse motivo tém recebido atencao especial (Su et al., 1999; Desreumaux et
al., 2001). Este pode ser mais um possivel alvo na acdo anti-inflamatoéria da
a,B-amirina e sua interacao com este receptor merece ser investigado.

Em conclusao, este trabalho avaliou a acao anti-inflamatoria sistémica
do triterpeno pentaciclico a,B-amirina sobre a colite experimental induzida
pelo TNBS. Nossos resultados demonstraram que a a,B-amirina foi tao eficaz
quanto a dexametasona em reverter os danos macro e microscopicos e nos
permitem sugerir que através da diminuicao dos niveis da citocina IL-1f, o
que por sua vez reduziu a ativacao do fator de transcricao NF-xB. Em
conseqiéncia disso, a expressao do VEGF e o influxo de células inflamatorias
também foi reduzido. Quanto a citocina IL-10, a recuperacao de seus niveis

sugere que a expressao das moléculas MHC-Il esteja diminuida, reduzindo a
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eficiéncia das APCs em apresentar antigenos. De forma relevante, observamos
que o tratamento com a,B-amirina, em contraste com a dexametasonsa, nao
exibiu nenhum efeito imunosupressor.

Com base nesses resultados, sugerimos que a a,B-amirina pode ser de
grande potencial terapéutico para o tratamento de IBD uma vez que foi capaz
de inibir algumas vias importantes para o desenvolvimento dessa patologia. O
grande diferencial dessa molécula é a auséncia de efeitos imunossupressores
sobre a liberacdo de corticosterona, a relacao de celularidade coértex-medula

no timo e o peso do baco.
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Figura 15. Possivel mecanismo de acdo da a,B-amirina na colite experimental induzida
pelo TNBS em camundongos. O epitélio intestinal possui células com caracteristicas
especiais chamadas células M. Essas células constantemente transportam antigenos do lumen
para as placas de Peyer onde sdo reconhecidos por células dendriticas (APC). Quando uma

grande quantidade de antigenos cruza a barreira epitelial uma ativacdo macica de células T
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auxiliares (Ty) pode ocorrer. As APC, através de PRRs, reconhecem esses antigenos que séo
englobados através de um processo chamado endocitose. A ativacdo de um PRR leva a
ativacdo do NF-xB. A ativacdo do NF-xB requer a fosforilacdo da proteina inibitéria IxB e sua
conseqiiente degradacdo proteolitica, liberando assim o NF-xB para migrar para o ntcleo
onde promoverd a transcricdo génica de mais de 200 genes, dentre eles citocinas
inflamatorias, como o VEGF, quimiocinas e moléculas de adesdo. Uma vez que os antigenos
s@o processados, seus fragmentos sGo apresentados as células Ty que sofrem um processo de
ativacdo e conseqiiente liberacé@o de citocinas pro-inflamatorias, dentre elas a IL-18. Ao se
ligar ao seu receptor na superficie de diversos tipos celulares, cascatas intracelulares sdo
desencadeadas culminando, também, na ativacdo do NF-xB. As quimiocinas sdo fatores
quimiotdticos que induzirdo a migracdo celular para o tecido inflamado. O VEGF promoverd a
angiogénese, ou seja, o crescimento de novos vasos, auxiliando no processo de migracdo
celular. As células que migrarem para o tecido secretarGo mais citocinas e outros mediadores
inflamatérios que alimentacdo o processo inflamatoério, o tornando crénico. Ao recuperar os
niveis de IL-10, a a,B-amirina diminuiu a ativacéo de células T. Com a inibicdo da ativacdo do

NF-xB, a sintese e express@o de mediadores inflamatdérios também sofreréo reducdo.
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Parte dos resultados da presente dissertacdo foi submetida para

publicacao:

VITOR, C.E.; HARA, D.B.; FIGUEIREDO, C.P.; MAZZUCO, T.L.; CALIXTO, J.B.
Treatment with a,B-amyrin ameliorates colonic inflammation and tissue
damage on 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid-induced colitis in mice. J
Pharmacol Exp Ther. Manuscript subbimeted.



