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RESUMO

A mistura de triterpenos pentaciclicos o,B-amirina, extraida de plantas
do género Potrium ja possui propriedades anti-inflamatdrias reportadas
pela literatura, sendo um potencial composto para o tratamento de
diversas condi¢fes inflamatdrias severas. Evidéncias recentes indicam
que a,B-amirina exerce suas propriedades anti-inflamatoria através do
sistema canabinoide. Nos verificamos os efeitos da ao,-amirina no
processo inflamatério usando o modelo de colite induzida por sulfato de
dextrana sédica (DSS) em camundongos e investigamos sua interacao
com 0s receptores canabinoides. Nossos resultados mostraram que 0s
tratamentos preventivo e terapéutico reduziram significativamente o
indice de atividade da doenga, perda de peso, dano no c6lon, bem como
a atividade das enzimas mieloperoxidase e N-acetilglicosaminidase.
Além disso, a,B-amirina reduziu os niveis de fator de necrose tumoral a,
interleucina 1-p e da quimiocina CXCL/1, enquanto que aumentou os
niveis de interleucina 4. Além disso, também foi observado que a,f3-
amirina levou a reducdo significativa dos niveis de RNAm das
moléculas de adesdo VCAM-1, PCAM-1, integrina-2f bem como
marcadores de proliferagdo celular, como a proteina Ki67, CD68 de
macréfagos e P-selectina. De forma interessante, nossos resultados
também mostraram que o bloqueio farmacolégico do receptor
canabinoide 1, mas ndo do receptor canabinoide 2, reverteu
significativamente os efeitos benéficos da administragdo oral de o,p-
amirina na colite induzida por DSS. Além disso, nossos dados
demonstraram que tanto os niveis de RNAmM como expressdo das
proteinas MGL1 e FAAH, que degradam endocanabinoides, s&o
significativamente reduzidas no célon dos animais tratados com a,f3-
amirina. Juntos, estes resultados sugerem a a,B-amirina como uma
potencial ferramenta farmacol6gica para o tratamento das doencas
inflamatdrias intestinais.

Palavras-chave: a,3-amirina, doencas inflamatdrias intestinais, sistema
canabinoide
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ABSTRACT

The pentacyclic triterpene a,p-amyrin has been previously reported as
an effective compound in the treatment of several inflammatory
conditions. Recent evidence indicates that o,B-amyrindisplayed its
effects through interaction with the cannabinoid pathway. We assessed
the anti-inflammatory effects of the a,B-amyrinin the dextran sulfate
sodium (DSS)-induced colitis in mice and investigated whether its
effects were associated with the interaction with the cannabinoid system.
Our results showed that the oral preventive or therapeutic treatment with
a,p-amyrin significantly reduced disease activity, body weight loss,
colonic damage, as well as colonic myeloperoxidase and N-
acetylglucosaminidase activities. Moreover, a,p-amyrin decreases the
colonic pro-inflammatory mediators tumor necrosis factor (TNF)-_,
interleukin (IL)-1_ and keratinocyte-derived chemokine (CXCL1/KC),
while up-regulating the IL-4 levels. Additionally, we also observed that
the a,3-amyrin caused a significant reduction of the adhesion molecules
mRNA expression for intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), platelet cell adhesion
molecule 1 (PCAM-1), _2-integrin and protein expression for
proliferation marker Ki67, the macrophage molecule CD68 and for
adhesion molecule P-selectin. Interestingly, our results also showed that
the cannabinoid receptor 1 (CB1), but not CB2, pharmacological
blockade significantly reversed the beneficial effects of a,p-amyrin in
DSS-induced colitis. Besides, our data demonstrated that mRNA
expression for both the endocannabinoid hydrolase monoglyceride
lipase 1 (MGL1) and fatty acid amide hydrolase (FAAH) were
significantly reduced in the colon of a,f-amyrin treated mice.
Altogether, these results suggest that the o,B-amyrinmight possess
potential therapeutic interest for the treatment of IBD, and also provide
new insights for the underlying mechanisms.

Keywords: a,B-amirin, inflammatory bowel disease, canabinoide system.
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INTRODUCAO

Doenga Inflamatéria Intestinal (IBD) é um termo genético
emprego para descrever as duas principais formas clinicas que afetam o
trato gastrointestinal, que sdo a Doencas de Crohn (CD) e a Colite
Ulcerativa (UC). CD é uma condicdo inflamatéria que pode afetar todo
0 trato gastrointestinal, enquanto que a UC esta restrita a regido do célon
(Braumgart e Sandborn, 2007; Kaser, 2007). O tratamento atual mais
efetivo para as IBDs sdo anticorpos anti-TNF (Baumgart e Sandborn,
2007), entretanto, seu mecanismo de a¢do bem como sua efetividade
continuam incertos e 0 seu uso esta relacionado com o surgimento de
diversos efeitos colaterais (Kaser, 2007; Perrier e Turgeerts, 2011).
Portanto, a busca por novos alvos terapéuticos para o tratamento das
IBDs tem merecido atencéo nos ultimos anos, principalmente compostos
ativos originados de plantas.

Produtos naturais sdo fontes atrativas de novos compostos com
propriedades terapéuticas que podem ser empregados em diversas
doencas (Calixto, 2004). Neste contexto, os triterpenos pentaciclicos sao
bons candidatos devido a seus diversos efeitos farmacolégicos,
incluindo propriedades anti-inflamatorias, anti-carcinogénica, antiviral,
antibacteriana, anti-nociceptivo, gastroprotetora e hepatoprotetora, além
de propriedades citotoxicas e cardioprotetoras (Baltina, 2003; Katerere,
2003; Oliveira, 2004a, 2004b, 2004c; Ukiva, 2002). O triterpeno
pentaciclicos a,f-amirina € uma mistura (1:1) de dois isdbmeros, que
estdo associados com efeitos anti-inflamatérios e anti-nociceptivos,
guando utilizados por via oral, principalmente através da diminuicdo de
mediadores pré-inflamatérios, reducdo da desgranulagdo de mastécitos e
diminuicdo da migracdo de células inflamatérias (Medeiros, 2007;
Oliveira, 2004a,2005). Estudos recentes tém demonstrado que o efeito
anti-inflamatorio e anti-nociceptivo da a,p-amirina ocorrem devido a sua
habilidade de interagir com o sistema canabinoide (Chicca, 2012; da
Silva, 2011).
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Canabinoides tém sido usados por milhares de anos devido a
suas propriedades psicoativas, entretanto, nos Ultimos 20 anos a
identificacdo de dois receptores canabinoides, tipo 1 (CB1) e tipo 2
(CB2), ambos ligados a proteina G, tém contribuido enormemente para
o entendimento da importancia das funcdes biol6gicas do sistema
canabinoide (Croxford e Yamamura, 2005). Embora as fun¢des dos
canabinoides ainda ndo sejam totalmente entendidas, é bastante aceito
que o receptor CB1 é abundante no sistema nervoso central e sua
ativacdo tem sido associada com o controle de doengas neurolégicas,
mais notavelmente o controle da dor (Croxford, 2003; Paszcuk, 2011).
Por outro lado, o receptor CB2 é mais encontrado na periferia e exerce
um papel importante no sistema imune tanto no sistema nervoso central
guando periférico (Croxford, 2003; Croxford e Yamamura, 2005).

Diversas evidéncias tém demonstrado que a ativacdo tanto do
receptor CB1 quanto CB2 por agonistas canabinoides seletivos protege
contra inflamacgéo intestinal experimental em camundongos (Kimball,
2006). Além disso, um estudo conduzido por nosso grupo mostrou que
quando administrado via oral, o sesquiterpeno p-cariofileno, um
agonista CB2, leva a melhora da colite induzida por sulfato de dextrana
sodica (DSS) e pela colite induzida por oxazolona (Bento, 2011). Neste
presente estudo, foi investigado a possivel acdo anti-inflamatéria do
tratamento via oral com a,B-amirina na colite induzida por DSS em
camundongos e determinado se seu efeito estd ou ndo associado a sua
capacidade de interagir com a via canabinoide. Os achados aqui
apresentados indicam que quando administrada via oral, a mistura de
a,p-amirina melhora a condicdo de colite causada por DSS, com seus
efeitos mediados pela ativacdo dos receptores CB1 e também pela
inibicdo de enzimas que degradam endocanabinoides.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados camundongos CD1 machos, pesando entre 25
— 30 g obtidos do Biotério setorial do Laboratorio de Farmacologia
Experimental (LAFEX) da Universidade Federal de Santa Catarina -
UFSC. Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas com ventilacéo,
sob condicBes estéreis com controle de temperatura (22 £ 1 °C) e
umidade (60 — 80%) em ciclo de 12 horas claro/escuro, além de livre
acesso a agua e ragdo. Os animais foram aclimatizados por no minimo
dois dias antes do inicio dos testes. Todos os protocolos usados foram
submetidos e aprovados ao comité de ética local.

2.2 Inducéo da colite experimental induzida por DSS

O protocolo experimental foi conduzido como descrito
anteriormente por Ghia (2008). Em resumo, a colite experimental foi
induzida em camundongos CD1 machos (5-7 por grupo) oferecendo
uma solucdo de 3% de DSS na agua de beber dos animais por um
periodo de 5 dias, que era reposta a cada 48 horas. No final do dia 5 a
solucdo de DSS era substituida por dgua até o sétimo dia quando os
animais foram sacrificados e tiveram os célons coletados e analisados. O
grupo controle recebeu apenas agua filtrada do dia 0 ao dia 7. Os
animais eram examinados uma vez ao dia quando cada animal recebeu
um escore para consisténcia das fezes, presenca de sangue fecal e perda
de peso. Estes eventos sdo utilizados para determinar o Indice de
Atividade da Doenga (IAD) como descrito anteriormente (Bento, 2011;
Ghia, 2008). Os escores foram definidos da seguinte forma: a perda de
peso recebia escore zero caso 0 peso corporal do animal mudasse 1% do
peso inicial; 1 para uma mudanca de 1-5%; 2 para uma mudanca de 5-
10%; 3 para 10-15%; e 4 para uma perda superior a 15%. A consisténcia
das fezes recebia escore zero para auséncia de diarreia; 2 para fezes com
bolos fecais Umidos e frouxamente formados; e 4 para bolos fecais
amorfos, imidos e pegajosos. A presenca de sangue fecal recebeu escore
de zero para auséncia de sangue; 2 para sangramento ndo evidente
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(sangue oculto); e 4 para sangramento evidente. No final do dia 7, o0s
cblons foram analisados considerando a consisténcia das fezes em seu
interior, a espessura do célon e o seu crescimento (a partir de 1 cm
acima do anus até o cécum). Estes trés aspectos foram utilizados para
medir 0 dano macroscépico de cada animal. Somado a isto, a porcdo
distal de cada colon foi imediatamente separada e fixada em uma
solucdo de formaldeido 4%, embebido em parafina e depois seccionada
em cortes de 5 pum de espessura antes de serem desparafinizados. Os
cortes foram corados com uso da técnica padrdo de H&E e foram
utilizados para definir o escore microscopico como descrito
anteriormente por Kimball (2004).

2.3 Tratamentos

A série de tratamentos a seguir foi designada para investigar a
propriedade anti-inflamatéria da mistura de a,p-amirina na colite
induzida por DSS em camundongos. A mistura de 1:1 de a,f-amirina foi
diluida em 5% Tween 80 mais 5% etanol em solucdo salina (PBS). Os
animais foram tratados duas vezes ao dia por via oral (gavagem) com 1,
3 ou 10 mg/kg do dia 0 ao dia 7 (tratamento preventivo) ou 10 mg/kg do
dia 3 ao dia 7 (tratamento terapéutico). Para avaliar a possivel relacdo
entre o,-amirina e o sistema canabinoide, outro grupo de experimentos
foram conduzidos com camundongos que receberam AM251, o
antagonista seletivo do CB1 (10 mg/kg i.p.) ou AM630, o antagonista
seletivo do CB2 (10 mg/kg i.p.) uma vez ao dia, 30 minutos antes do
primeiro tratamento com o,f-amirina (10 mg/kg) do dia 0 ao dia 7. As
doses de a,B-amirina, AM251 e AM630 foram selecionadas baseadas
em estudos anteriores (Bento, 2011; Storr, 2009). Grupo controle
recebeu solugéo veiculo apenas.

2.4 MPO e NAG

A migracdo de neutrofilos e de macréfagos para o tecido do
célon foi quantificada indiretamente através da determinacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e da enzima N-
acetilglicosaminidase (NAG), respectivamente. Para isso, os célons



foram removidos, limpos, homogeneizados em tampdo EDTA/NaCl (10
mM; pH 4,7) e centrifugados a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. O
precipitado resultante foi re-suspendido em 111 uL de tampéo 1 gelado
(NaCl 0, 1M; NaPQ,4 0,02 M; EDTA sodico 0,015 M; pH 7,4) ao qual
foi adicionado 333 pL de NaCl 0,2% gelado e, ap6s 30 segundos, 333
pL de NaCl 1,6% contendo glicose 5% (gelado). A solucdo foi
centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O precipitado formado
foi outra vez suspenso em tampdo 2 gelado (NaPO, 0,5 M e 5% de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB); pH 5,4). As amostras obtidas foram
congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas em banho Maria
(37°C), sendo esse procedimento repetido 3 vezes. Apds o UGltimo
descongelamento, as amostras foram centrifugadas novamente a 10.000
X g por 15 minutos a 4°C, e 25 ul do sobrenadante foram utilizados para
0 ensaio de atividade da MPO e da NAG.

A reacdo enzimética para andlise da atividade da MPO foi

realizada na presenca de tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM, NaPO, 80
mM e peroxido de hidrogénio (H,O,) 0,3 mM. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria em 690 nm e os resultados foram
expressos como densidade ética por miligrama de tecido.
A atividade da NAG foi mensurada adicionando-se 2.25 mmol/L de p-
nitrofenil-2-acetamido-B-glicopiranosido e 100 pL com 50mmol/L de
tampdo citrato (pH 4,5). A absorbancia foi medida através de um
espectofotdmetro com comprimento de onda de 405 nm e os resultados
também foram expressos em densidade 6tima por miligrama de tecido.

2.5 Determinag&o dos niveis de citocinas

Os niveis teciduais de IL-1B, TNF-a, CXCL1/KC ¢ IL-4 foram
avaliados como descrito anteriormente, com poucas modificacoes.
Resumidamente, os célons foram removidos e homogeneizados em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, composicdo: NaCl 137
mM, KCI 2 mM e tampdo fosfato 10 mM, pH 7,2-7,4), contendo Tween
20 (0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonila 0,1 mM, cloreto de
benzometbnio 0,1 mM, EDTA sodico 10 mM, e aprotinina A 2 ng/mL.
O homogenato foi centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C, e 0
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sobrenadante armazenado a -70 °C até o momento da analise. A
dosagem de proteinas existentes nas amostras foi realizada segundo o
método de Bradford (1976). Os niveis das citocinas foram determinados
utilizando-se Kits especificos de ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent
assay), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

2.6 Extracdo de RNA e PCT em Tempo Real

2.6.1. Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total serd realizada através da
homogeneizacao dos tecidos (cdlon) em 1 mL de reagente de TRizol®
(Invitrogen, SP, Brazil), conforme recomendagdes do fabricante. Para
isso serdo adicionados 200uL de cloroféormio ao homogenato, sendo este
posteriormente submetido a agitacdo e centrifugacdo (12.000 x g, 15
min, 4 °C). A fase aquosa contendo o RNA sera transferida para um
novo tubo, ao qual serdo adicionados 500 puL de alcool isopropilico. O
contetdo do tubo sera misturado por inversao e posteriormente mantido
em repouso a temperatura ambiente por 10 min. A mistura sera
centrifugada (12.000 x g, 15 min, 4 °C), sendo o pellet resultante
ressuspenso em 1 mL de etanol gelado. O RNA serd novamente
centrifugado (7.000 x g, 5 min, 4 °C), o etanol desprezado e o pellet sera
dissolvido em agua ultra pura (Invitrogen®). A concentracdo e a pureza
do RNA serdo determinadas em espectrofotémetro pela absorbancia a
260 nm (A260) e pela razdo das absorbancias A260/A280,
respectivamente. O RNA sera aliquotado e estocado em freezer a -70 °C
até o momento do uso.

2.6.2. Confec¢do do DNA complementar (Reagdo de Transcrigdo Reversa)

A fim de determinar a expressdo do RNAm de citocinas no
célon de camundongos, sera realizado o ensaio de transcricdo reversa
seguido pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Para
a reacdo da transcrigdo reversa, as amostras contendo 300ng de RNA
total foram incubadas com 1pL de oligo dT 15,1 pL do mix de dNTP
(10 mM) e com agua ultra pura para um volume final de 12 pL. Essas



amostras foram aquecidas por 5 min a 65 °C, resfriadas por 5 mina 4 °C
e acrescidas de 4pL de tampéo de primeira fita (Tris-HCI 250mM, pH
8.3, KCI 375 mM e MgCl, 15 mM), 2ul de DTT 0,1 mM, e 1pL de
inibidor de RNase (2500 U). Posteriormente, essa mistura serd incubada
a 37 °C por 2 min e a enzima M-MLYV (1 uL, 200 U) adicionada. Apds a
adicdo da enzima, as amostras serdo mantidas a 37 °C por 50 min e a
inativacdo da reacdo seréa realizada por incubacéo a 75 °C por 15 min. O
DNA complementar (DNAc) seré estocado a 4 °C até a realizacdo da
reacdo de PCR em tempo real.

2.6.3. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O DNAc sera amplificado em duplicada utilizando o kit
Master Mix TagMan® Universal PCR, com primers especificos para
camundongos, com marcacao 3’quencher MGB e FAM, para os alvos e
GAPDH (NM_008084.2), o qual sera utilizado como controle
enddgeno. A reacdo de PCR sera realizada em uma placa de reacéo
Optica de 96 pocos. Cada reacdo conterd: 1 pL de DNAc, 5 pL de master
mix, 0,5 pL de primer e 3,5 pL de &gua ultra pura, em um volume final
de 10 pL. As amplificagdes serdo realizadas em um termociclador
(StepOne Plus, Applied Biosystems) para 40 ciclos. A fluorescéncia sera
coletada a cada ciclo de amplificagdo e os dados serdo analisados
utilizando o método 2*“* para a quantificacéo relativa.

2.7 Analise Imuohistoquimica

A expressao dos receptores CB; e CB; sera detectada em cortes
histologicos confeccionados a partir de blocos de parafina contendo
amostras da porcéo final do célon. Os cortes teciduais de espessura de
5um serdo mantidos em estufa a uma temperatura de 70-90 °C até a
completa fusdo da parafina ao redor dos cortes. Posteriormente 0s
tecidos serdo desparafinizados em xilol (xileno) e hidratados por
passagens sucessivas em etanol seguindo concentracdes decrescentes
(100%, 90 %, 80 % e finalmente etanol 70 %). O bloqueio da peroxidase
enddégena dos tecidos serd realizado com o objetivo de eliminar o
desenvolvimento de reacOes inespecificas falso-positivas. Para tanto, as
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laminas serdo imersas em uma solucdo de perdéxido de hidrogénio a 1,5
% em metanol absoluto (v/v) por 20 min, com posterior lavagem em
agua destilada. Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, as
laminas serdo submetidas ao tratamento para reativacdo antigénica, com
a finalidade de recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixacao e
inclusdo do tecido em formaldeido e parafina. Para este fim, serd
preparada uma solucdo composta por 180 mL de &cido citrico 0,1 M e
820mL de citrato de sodio 0,1M; pH 6,0. As laminas serdo imersas nesta
solucdo de reativacdo antigénica diluida 1:10 em &gua destilada, e
mantidas em banho-maria ajustado para 95-98 °C, durante 45 min. Logo
apos, ainda como parte do processo de reativacdo antigénica através do
calor, as laminas serdo retiradas do banho-maria, mantidas durante 20
min a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas em &gua
destilada. Apds a lavagem das laminas, estas serdo submersas em PBS.
Os anticorpos primarios serdo diluidos em Solucdo Reinascence
(Biocare Medical, Concord, CA, EUA). A solucdo contendo o0s
anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas serdo
mantidas em camara Umida a uma temperatura de 2-8 °C, durante 12-16
horas. A seguir, as ldminas serdo lavadas com PBS & temperatura
ambiente. Apds lavagem, as laminas serdo incubadas com um polimero
de deteccdo (PicTure ™ MAX Polymer detection kit), de acordo com as
instrucdes do fabricante. As amostras serdo entdo submetidas a uma
revelacdo colorimétrica com kit comercial, através de uma solucédo
cromégena contendo 0,03% de 3,344 -
tetraaminobifeniltetrahidrocloridrico (DAB). Ap6s a revelacdo, serdo
realizadas: a contracoloracdo das 1aminas com solugdo de hematoxilina
de Harris; a desidratacdo através de passagem das laminas em
concentragdes crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80 %, 90 % e
etanol absoluto); a diafanizacdo em xilol e a montagem em
ENTELLAN®. A leitura das laminas sera realizada em microscépio
optico (Leica, Sao Paulo, SP), em aumento de 200 X, sendo analisados
todos os campos da lamina. As imagens serdo registradas com auxilio da
camera Nikon (Sight DS-5M-L1, Melville, USA). O resultado positivo
serd revelado pelo aparecimento de coloragdo castanha no local da
marcacgdo pelos anticorpos. Serdo analisados trés cortes histologicos da



amostra de cada animal, sendo que cada grupo experimental sera
constituido de, no minimo, trés animais. Os resultados serdo expressos
em unidades arbitrarias. Todos 0s grupos experimentais serdo
processados sob as mesmas condigdes experimentais. As configuragdes
para aquisi¢cdo das imagens serdo idénticas para todos os tecidos. As
imagens serdo transferidas para um computador onde a intensidade da
coloracdo dos pixels para 0 CB; e CB, serdo calculadas para cada
imagem utilizando o software NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA).

2.8 Drogas e reagentes

DSS (w/v, 30.00-50.000) foi obtido da MP Biomedicals (Solon, OH,
EUA). a,B-amirina (mistura 1:1) foi isolada da resina da planta Protium
kleinii como descrita anteriormente, com pureza de 95% (Otuki, 2005a;
Vitor, 2009). O antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) e CB2
(AM630) foram obtidos da Tocris Bioscience (Ellisville, MO, EUA).
Formaldeido foi obtido de Merch (Frankfurt, Darmstadt, Alemanha).
Perdxido de hidrogénio, Tween 20, Tween 80, EDTA, aprotinina, PBS,
H&E e tetrametilbenzidina foram comprados de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Kits TNF-a, IL-1B, CXCL1/KC e IL/4 foram
comprados de R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). Primers para
camundongos TNFa, CXCL1/KC, VCAM-1, ICAM-1, PCAM-1,
Integrina-2, MGLI1, FAAH, CBl e¢ GAPDH (NM_008084.2) ¢
TagMan Universal PCR Master Mix foram comprados da Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA). Anti-Ki67 foi comprado de Abcam
(Cambridge, MA, EUA) e anti-CD-88 obtido da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). Anticorpos secundarios
EnVision Plus, estreptavidina-HRP e cromégeno 3.3-diaminobenzidina
foi comprado da Dako Cytomation (Carpinteria, CA, EUA).

2.9 Anélise Estatistica
Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média

e seus respectivos limites de confianca, em nivel de 95%. A andlise
estatistica dos resultados foi realizada por meio de analise de variancia
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(ANOVA), sequida pelo teste de multipla comparacdo utilizando-se o
método de Newman Kewls, quando apropriado. Valores de p<0,05 foram
considerados como indicativos de significancia. O software utilizado
para analise foi o “Graph Pad Prism®” versao 4.



3 RESULTADOS

3.1 O tratamento com o,-amirina melhora tanto o indice de atividade da
doenca como o dano no c6lon na colite induzida por DSS

Sabe-se que camundongos tratados com DSS 3% desenvolvem
uma doenca caracterizada por diarreia com sangue e perda de peso
expressiva (Wang, 2011). Para verificar o potencial efeito dos
triterpenos pentaciclicos o,p-amirina na colite induzida por DSS, os
animais foram tratados com diferentes doses (1, 3 e 10 mg/kg) duas
vezes ao dia do dia 0 ao dia 7 (tratamento preventivo). Nossos
resultados mostram que a dieta que incluiu DSS levou a uma perda de
peso significativa, bem como um aumento do dano macroscopico e
reducdo do coélon (Figura 1A-D). Entretanto, o tratamento preventivo
com o,B-amirina (1-10 mg/kg via oral) resultou em uma reducdo
significativa do IAD e protegeu significativamente os animais de uma
perda de peso expressiva, dano macroscopico e reducdo do comprimento
do coélon. Somado a isto, o tratamento terapéutico (do dia 3 ao dia 7)
com a,B-amirina (10 mg/kg via oral) também reduziu significativamente
os sinais inflamatérios do modelo de colite, como o IAD, perda de peso
corporal, dano macroscoépico e encurtamento do c6lon (Figura 1A-D).
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Figura 1. o,-amirina protege contra a colite induzida pelo DSS. Camundongos
receberam DSS (3%) por 5 dias e agua filtrada por mais dois dias. Os animais foram
tratados por gavagem com uma dose de 1, 3 ou 10 mg/kg de a,B-amirina duas vezes
ao dia do dia 0 ao dia 7 (tratamento preventivo) ou com 10 mg/kg do dia 3 ao dia 7
(tratamento terapéutico). Ambos os tratamentos reduziram os danos o indice de
atividade da doenga (A), perda de peso (B), dano macroscopico no coélon (C) e
aumentam a comprimento do c6lon (D) quando comparados com o grupo controle.
Cada coluna representa a média com seu desvio. 5-7 animais por grupo. #P<0.05 em
relagdo ao grupo controle; *P<0.05 em relagéo ao grupo tratado com DSS.

3.2 Tratamento com a,f3-amirina reduz a infiltragdo de células
inflamatdrias e melhora o dano microscopico no colon.

Trabalhos anteriores mostram que o dano no colon na colite
induzida por DSS esta diretamente relacionado a infiltragdo massiva de
leucocitos na mucosa intestinal (Baumgart e Carding, 2007). Por este
motivo, foi verificado se os efeitos anti-inflamatérios da administracéo
via oral de o,B-amirina estava associada com alteragdes na infiltracdo
celular no célon. Sete dias ap6s o inicio do tratamento com DSS, a



infiltracdo de neutrofilos e mondcitos na mucosa intestinal foi
indiretamente verificada através da atividade das enzimas MPO e NAG,
respectivamente (Figura 2A e 2B). Tanto o tratamento preventivo
quanto o tratamento terapéutico com a,B-amirina (10mg/kg) reduziu
significativamente tanto a atividade da enzima MPO quanto da NAG
(Figura 2A e 2B).
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Figura 2 o,B-amirina reduz o filtrado celular e melhora o dano microscépico no
célon. Sete dias apOs o tratamento via oral com a,B-amirina, os célons foram
processados para avaliagdo histologica e medicéo da atividade das enzimas MPO e
NAG. Ambos os tratamentos com a,B-amirina (10 mg/kg) reduziram a atividade da
MPO (A) e da NAG (B). Além disso, diminuiram o dano microscépico (C). Cada
coluna representa a média com seu desvio. 5-7 animais por grupo. #P<0.05 em
relacéo ao grupo controle; *P<0.05 em relagéo ao grupo tratado com DSS.

Somado a isto, os tecidos foram processados para observacéo
histologica e sdo apresentados em trés aumentos diferentes (100x, 200x
e 400x). Nos colons do grupo controle, nenhuma alteracdo
histopatoldgica foi observada. Entretanto, os cortes corados em H&E
revelaram uma pronunciada infiltracdo celular na lamina proépria e
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mucosa intestinal no grupo tratado somente com DSS. Além disso, este
grupo apresentou um espessamento da mucosa e, as vezes, ulceragdes,
mostrando uma distorcdo das criptas intestinais € uma massiva
infiltracdo polimorfonuclear (PMN), as quais resultaram no dano
microscopico (Figura 2C e 2D). Por outro lado, a avaliacéo histoldgica
dos colons tratados tanto com o tratamento preventivo quanto
terapéuticos (10 mg/kg via oral) revelaram uma reducdo da resposta
inflamatdria, resultando na diminui¢do da infiltragdo de leucdcitos e
reducdo do dano tecidual microscépico comparado com 0s animais que
receberam apenas DSS (Figura 2C e 2D).

3.3 O tratamento com a,-amirina reduz os niveis de mediadores pro-
inflamatdrios no c6lon e aumenta os niveis de IL-4 em camundongos.

Tem sido descrito que a colite induzida por DSS causa um
influxo de células inflamatérias na mucosa intestinal, que esta
relacionado diretamente com o aumento da producdo de diversos
mediadores pro-inflamatdrios, tanto pelas células epiteliais como por
células inflamatérias residentes e recrutadas (Rogler e Andus, 1998).
Nossos resultados mostram que o tratamento com DSS resultou em um
aumento significativo dos niveis de citocinas como TNFa e IL-1p, além
da quimiocinas CXCL1/KC (Figura 3A-C). Da mesma forma, DSS
induziu um aumento significativo de RNAm para CXCL1/KC, TNF-a e
IFN-y (Figura suplementar 1A e 1B). Tanto o tratamento preventivo
quanto  terapéutico com  a,f-amirina  (10mg/kg)  reduziu
significativamente tanto os niveis de proteinas quanto o de RNAm de
TNF-o e CXCL1/KC (Figura 3A e 3B e Figura suplementar 1A e 1B).
O tratamento com o,B-amirina também reduziu os niveis de IL-1B no
tratamento preventivo, mas ndo no terapéutico (Figura 3B). Além disso,
foram medidos os niveis da producdo de IL-4 no célon, ja que este
mediador estd associado com a resolucdo da colite (Bento, 2011).
Nossos resultados mostram que o tratamento com DSS nédo alterou
significativamente comparado com o0 grupo controle no tratamento
preventivo (Figura 3D). Entretanto, a,B-amirina (10 mg/kg) no regime
terapéutico, aumentou significativamente os niveis de IL-4 no c6lon dos
animais com colite induzida por DSS, sugerindo que IL-4 pode estar



envolvida com os efeitos anti-inflamatorios desencadeados pela o,p-
amirina (Figura 3D).
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Figura 3. O tratamento preventivo e terapéutico com a,-amirina reduz os niveis de
mediadores inflamatorios. No final do sétimo dia, os colons foram processados e
avaliados. Ambos os tratamentos (10 mg/kg) reduziram os niveis de TNF-a, (A), IL-
1B (B), CXCL1/KC (C) e aumentaram a IL-4 (D) quando analisados por ELISA.
Cada coluna representa a média com seu desvio. 5-7 animais por grupo. #P<0.05 em
relagdo ao grupo controle; *P<0.05 em relagéo ao grupo tratado com DSS.

3.4 O tratamento preventivo com a,B-amirina reduz a expressdo de
moléculas de RNAm para moléculas de adesao no colon

Sabendo que o tratamento com a,-amirina reduziu a infiltracdo
de leucécitos na mucosa intestinal, foi verificado se esta diminuicéo
estava associada com a inibicdo de moléculas de adesdo no colon.
Nossos resultados mostram que o tratamento com DSS aumenta
expressivamente a expressao de RNAm para moléculas de adesao, tais
como VCAM-1, ICAM-1, PCAM-1 e P2-integrina (Figura 4A-D).
Como mostrado na Figura 4, o tratamento preventivo via oral com o,p-
amirina (10 mg/kg) resultou em uma diminuicao significativa de RNAm
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para moléculas de adesdo VCAM-1 (A), ICAM-1 (B), PCAM-1 (C) e
B2-integrina (D) na colite induzida por DSS. Estes dados sugerem que
h& uma importante correlagdo entre a reducdo do infiltrado celular e a
expressao de moléculas de adesdo, um evento que pode ter contribuido
para a melhora da colite.
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Figura 4. O tratamento via oral com o,B-amirina diminui os niveis de moléculas de
adesdo na colite induzida por DSS. No final do sétimo dia, os célons foram
coletados e processados para avaliagdo de RNAm para moléculas de adesao celular.
O tratamento preventivo com a,f3-amirina (10 mg/kg) reduziu os niveis de VCAM-1
(A), ICAM-1 (B), PCAM-1 (C) e B2-integrina (D) quando analisados por PCR em
tempo real. Cada coluna representa a média com seu desvio. 5-7 animais por grupo.
#P<0.05 em relagdo ao grupo controle; *P<0.05 em relagdo ao grupo tratado com
DSS.

3.5 O tratamento com o,-amirina reduz a coloracdo para marcadores de
proliferacdo celular, adeséo celular e infiltragdo de macro6fagos.



Como mostrado anteriormente, o influxo celular é um passo
crucial para a inflamag&o intestinal, bem como a proliferacdo celular e a
adesdo. Ki67 é uma proteina nuclear necessaria para a proliferacao
celular (Gerder, 1984) e CD68 é um marcador classico de macrofagos
(Kunz-Schughart, 2003). Além disso, P-selectina é também uma
importante molécula de adesdo celular envolvida na transmigracdo no
intestino inflamado (Schurmann, 1995). Por estes motivos, foi
verificado o papel da a,B-amirina na expressdo de Ki67, CD68 e P-
selectina na colite induzida por DSS. Como mostrado na figura 5, a dieta
com DSS induziu um aumento significativo em Ki67, CD68 e P-
selectina no cdlon, quando comparados com o grupo controle.
Entretanto, o tratamento preventivo via oral com a,f3-amirina reduziu
significativamente a presenca de todos estes marcadores (Figura 5A-D).
De fato, os efeitos anti-inflamatorios da o,B-amirina parece estar
relacionado com o influxo celular no célon, o que pode levar a uma
reducdo da proliferacdo celular e levar ao uma melhora na inflamagéo
intestinal.
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Figura 5. O tratamento com a,B-amirina reduz Ki67, CD68 e P-selectina no célon.
Apds o sétimo dia de tratamento com o,B-amirina, amostras de cdlon foram
processadas para analise imunoistoquimica. O tratamento via oral com o,3-amirina
(10 mg/kg) reduziu significativamente a marca¢do do marcador de proliferacdo Ki67
(A), do marcador de macrofago CD68 (B) e da moléculas de adesdo P-selectina (C).
A média de intensidade da coloragdo de Ki67, CD68 e P-selectina foram
determinadas fazendo analise de imagens e foram arbritariamente representadas em
(D). Cada coluna representa a média com seu desvio. 5-7 animais por grupo.
#P<0.05 em relagdo ao grupo controle; *P<0.05 em relagdo ao grupo tratado com
DSS.



3.6 Os efeitos da mistura de a,-amirina € dependente da via
canabinoide

Publicac@es recentes do nosso grupo de pesquisa sugerem que a
atividade anti-inflamatoria da mistura de o,f-amirina é dependente, pelo
menos em parte, de uma interagcdo com os receptores CB1 e CB2 (da
Silva, 2011). Além disso, outras publicagdes mostram que a o,B-amirina
parece estar relacionada com a inibicio de hidrolases de
endocanabinoides (Chicca, 2012). Por este motivo verificamos se 0
bloqueio farmacol6gico dos receptores CB1 e CB2 poderia reverter os
efeitos benéficos da mistura de a,pf-amirina na colite induzida por DSS.
Nossos dados sugerem que o tratamento sistémico com AM251 (10
mg/kg i.p.), um antagonista seletivo do receptor CB1, parcialmente, mas
ainda assim significativamente, reverte o indice de atividade da doenca
seguida pelo tratamento via oral com a,3-amirina na colite induzida por
DSS (Figura 6A). Por outro lado, o tratamento com AM630 (10 mg/kg
i.p.), um antagonista seletivo do receptor CB2, ndo altera o efeito
protetor da a,-amirina bem como seus efeitos anti-inflamatorios
(Figura 6B).

Em seguida foi avaliado se o tratamento via oral com a,B-
amirina poderia interferir com a expressdao de RNAm para as hidrolases
de endocabinoides, como a lipase monogliridio 1 (MGL1) e a hidrolase
amida de acidos graxos (FAAH). Resultados mostrados na Figura 6C e
6D mostram que o tratamento preventivo com a,B-amirina (10 mg/kg)
levou a uma reducédo da expressdo de RNAm tanto de MGL1 quanto de
FAAH, sugerindo que os efeitos benéficos da o,-amirina na colite
induzida por DSS possa estar relacionada com a modulacdo da
expressao das hidrolases endocanabinoides. Além disso, investigamos a
expressdo de receptores CB1 no cdlon normal e no colon inflamado.
Nossos resultados mostraram que 0s animais tratados com DSS
apresentam um aumento significativo de RNAm para receptores CB1
guando comparado com o grupo controle (Figura 6E).
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Figura 6. O antagonismo do receptor CB1, mas ndo do CB2, reverte o efeito anti-
inflamatério da a,B-amirina. O tratamento preventivo via oral com a,B-amirina (10
mg/kg) melhora significativamente o indice de atividade da doenca, mas o
tratamento com o antagonista seletivo para o receptor CB1, o0 AM 251, impediu a
melhora do indice de atividade da doenga (A). Entretanto, o bloqueio dos receptores
CB2 com o seu antagonista seletivo, 0 AM630, ndo reverteu os efeitos benéficos da
a,p-amirina. No final do s'teimo dia, foi encontrando um aumento dos niveis de
RNAm para as hidrolases de endocanabinoides MGL1 (C) e FAAH (D) nos animais
tratados somente com DSS, entretando a a,B-amirina reduziu a expressdo destas
enzimas (C,D). Os animais tratados com DSS mostraram um aumento significativo
do receptor CB1 no célon quando comparados com o grupo controle. Cada coluna
representa a média com seu desvio. 5-7 animais por grupo. #P<0.05 em relagdo ao
grupo controle; *P<0.05 em relagéo ao grupo tratado com DSS.



4 DISCUSSAO

Recentemente, grandes esforcos tém sido realizados para
encontrar novas formas de tratamento para as doencas inflamatérias
intestinais. Neste contextos, compostos derivados de plantas, como 0s
triterpenos, tém se revelado como moléculas bastante promissoras para o
tratamento de doencas inflamatorias e de dor. No presente trabalho, foi
mostrado que a mistura de isdmeros pentaciclicos a,B-amirina (1:1)
apresenta uma propriedade anti-inflamatéria quando administrada via
oral no modelo de colite induzida por DSS, um modelo de inflamag&o
intestinal bastante difundido, reduzindo a infiltragdo de leucdcitos,
producdo de citocinas pré-inflamatérias e inibicdo da expressdo de
moléculas de adesdo, levando a uma atenuacdo da colite. Além disso,
confirmando e estendendo achados anteriores, 0s resultados aqui
apresentados demonstram que a mistura de a,-amirina exerce seu efeito
benéfico através de mecanismos envolvidos com a via canabinoide.

Os efeitos anti-inflamatdrios e anti-nociceptivos da mistura de
a,p-amirina tém sido descritos em diferentes modelos (Medeiros 2007;
Otuki 2005a, 2005b; Vitor 2009). Além disso, de forma particular,
publicacfes recentes de nosso grupo de pesquisa tém demonstrado que
o,B-amirina, quando administrada por via oral, protege camundongos
contra a colite induzida pelo &cido 2,4,6-trinitrobenzeno (TNBS) em
diferentes doses que ndo apresentaram evidéncia de efeitos
toxicolégicos (Vitor ~ 2009). Existe um aumento crescente de
experimentos indicando que a colite induzida por TNBS é um modelo
eficiente para o estudo de respostas dependentes de células T helper na
mucosa intestinal, enquanto que a colite induzida por DSS esta
associada principalmente com mecanismos de resposta inata (Wirtz,
2007) e acredita-se que simula a colite ulcerativa que ocorre em
humanos (Boismenu e Chen, 2000). Devido a estas diferengas entre os
dois modelos e considerando o fato de que a colite induzida por DSS é o
modelo animal para inflamacdo intestinal mais utilizado, decidimos
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investigar o potencial efeito anti-inflamatorio da mistura de o,-amirina
e seus possiveis mecanismos de acao neste modelo.

O efeito da administragcdo oral de DSS em camundongos por
alguns dias é caracterizado por uma diarreia com sangue intensa, perda
de peso expressiva e uma infiltragdo massiva de granuldcitos que resulta
em dano no colon e aumento da atividade da doenca (Boismenu e Chen,
2000; Wirtz, 2007). Nossos resultados estdo de acordo com estes
achados anteriores, ja que o DSS causa um aumento significativo no
IAD e perda de peso corporal, o qual estd associado com o dano do
célon e seu encurtamento. Como demonstrado anteriormente, o
tratamento com o,B-amirina diminuiu consistentemente todos estes
parametros recuperando a aparéncia saudavel dos animais, similar ao
grupo controle. De fato, nossos dados anteriores mostram que 0
tratamento preventivo e terapéutico com o,f-amirina melhora os sinais
inflamatdrios causados pela colite induzida pelo TNBS, e protege
camundongos contra danos no célon (Vitor 2009). Efeitos estes
associados com a habilidade de reduzir a infiltracdo de
polimorfonucleares e macréfagos no colon.

O influxo descontrolado de leucdcitos no tecido inflamado é um
dos eventos mais tipicos na patogénese das doencas inflamatdrias
intestinais (Kaser, 2010). Muitos trabalhos sugerem que células PMN
estdo diretamente relacionadas com o dano causado no cdlon, evento
gue esta associado com a méa nutricdo levando a perda de peso (Bento,
2008; Brown e Mayer, 2007; Ray, 2012). Nossos dados sugerem que 0
tratamento com a,B-amirina reduz significativamente a atividade das
enzimas MPO e NAG, que sdo marcadores indiretos da atividade de
neutréfilos e macréfagos, respectivamente, e também reduziu a
marcacdo de CB68, um medidor direto de macrofago. Além disso, a,f3-
amirina também foi efetiva para reduzir tanto a migracdo de PMN
guanto a infiltracdo de leucdcitos quando verificado por anélises
microscopicas. Da mesma forma, Vitor em colaboradores (2009)
demonstraram que o tratamento via oral com a,B-amirina de fato reduz
os niveis de MPO no c6lon de camundongos com colite induzida por



TNBS, um efeito que pode estar relacionado com a reducdo da
infiltragdo de PMN. Além disso, outros estudos mostram que a a,f3-
amirina também reduz a atividade da MPO na peritonite experimental
(Holanda Pinto, 2008), no edema de orelha induzida por TPA (Otuki,
2005b) e na pancreatite experimental (Melo, 2010, 2011), sugerindo que
este triterpeno pentaciclicos tem um papel importante no controle do
influxo celular.

H& um aumento crescente de evidéncias mostrando que o
aumento da infiltracdo de leucdcitos na mucosa intestinal causa uma
producdo massiva de citocinas pré-inflamatorias, o que contribui para o
dano no colon (Rogler e Andus, 1998; Strober e Fuss, 2011). Nossos
dados sugerem que o tratamento oral, tanto preventivo quanto
terapéutico, com o,B-amirina reduz os niveis de TNF-a e IL-1pB, duas
citocinas intrinsecas associadas com a patogénese da colite, incluindo
um infiltrado e proliferacdo celular incontrolados. O aumento na
producdo de TNF-o parece estar relacionado com o incremento da
expressdo de Ki67, um marcador de proliferacdo, e nossos resultados
estdo alinhados com esta evidéncia. Entretanto, o tratamento com a,3-
amirina reduziu a coloragéo para Ki67, sugerindo um papel relevante no
impedimento da proliferacdo celular no intestino. Além disso, também
foi observado uma reducdo na quimiocinas CXCL1/KC nos animais
tratados com o,B-amirina. E bastante reconhecido que CXCL1/KC é
guimioatraente para PMN agindo através da sua ligacdo seletiva com o
receptor de quimiocinas CXCR2 (Peiser, 2012) e trabalhos anteriores
mostraram que o0 bloqueio farmacologico destes receptores reduz
significativamente a inflamacéao causada pela colite induzida pelo TNBS
(Bento, 2008). Portanto, os efeitos benéficos da mistura de a,p-amirina
deve ocorrer, pelo menos em parte, devido a sua habilidade de modular
0s niveis de citocinas e quimiocinas. Somado a isto, nossos dados
sugerem um aumento significativo da citocina anti-inflamatoria 1L-4
causado pela administragdo de o,-amirina, sugerindo que esta citocina
também est4 relacionada com a protecdo da mucosa intestinal, como
descrito anteriormente (Bento, 2011; Kim e Chung, 2012).
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De acordo com os resultados acima, acreditamos que a redugdo
observada do influxo de leucécito no colon e a diminuigdo da producéao
de citocinas pré-inflamatdrias podem ser dependentes da inibicdo da
expressao de moléculas de adesdo. Resultados obtidos através de
imunoistoguimica revelaram uma aumento significativo na coloragdo
das moléculas de adesdo P-CAM1 e RNAm para VCAM-1, PCAM-1,
ICAM-1 e B2-integrina nos animais que foram tratados com a dieta de
DSS. Entretanto, o tratamento via oral com a,B-amirina reduziu a
expressdo destes marcadores significativamente no colon. De fato,
moléculas de adesdo celular parecem ser criticas para a patogénese das
doencas inflamatérias intestinais (Danese, 2005; Thomas e Baumgart,
2012) e anticorpos para VCAM-1 e ICAM-1 estdo sendo testados na
colite experimental com resultados promissores (Burns, 2001). Além
disso, tem sido demonstrado que um aumento nos niveis de TNF-a pode
induzir a expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 através da via no NF-xB
(Rajan, 2008), indicando que o controle de mediadores pro-
inflamatdrios parece ser crucial para a reducdo da expressdo de
moléculas de adesdo seguido de uma diminuicdo do infiltrado celular e
melhora da colite.

Foi recentemente publicado que, através do wuso dos
antagonistas seletivos para os receptores canabinoides 1 € 2 e também
de nucleotideos anti-sense, que a o,B-amirina interage com o sistema
canabinoide, fazendo com que seus efeitos sejam relevantes para
explicar suas propriedades anti-inflamatorias e analgésicas. Além disso,
Chicca e colaboradores (2012) demonstraram recentemente que a
mistura de a,B-amirina exerce seu efeito benéfico, pelo menos em parte,
através de uma inibicdo de hidrolases de endocanabinoides, sem
interagir diretamente com os receptores canabinoides. Existe evidéncia
suficiente para mostrar que, quando ativados, os receptores CB1 e CB2
reduzem significativamente os niveis de citocinas pro-inflamatérias e a
expressao de moléculas de adesdo durante a colite experimental (Bento,
2011; Kimball, 2006; Storr, 2009). Recentemente, foi demonstrado que
camundongos knockout para receptor CB1 ou CB2 exibem maior
susceptibilidade para o desenvolvimento de colite induzida por TNBS,



mostrando uma piora na inflamagdo intestinal acompanhado de uma
superproducdo de TNF-a e IL-1B (Engel, 2010). A administragdo do
agonista HU210 do receptor CB1 também reduziu os escores da
inflamacéo e atividade da enzima MPO (Massa, 2004). Foi demonstrado
gue ambos 0s receptores estdo mais expressos no intestino inflamado
(Bento, 2011; Massa, 2004; Wright, 2005).

Levando em conta os achados acima, verificamos em seguida se
o efeito protetor da o,B-amirina na colite induzida por DSS é mediado
através de sua interacdo com a via canabinoide. Nossos resultados
mostram que o bloqueio com antagonista seletivo do receptor CB1, mas
ndo do CB2, reverteu significativamente os efeitos benéficos causados
pela o,B-amirina na colite induzida por DSS, o que estd de acordo com
dados anteriores que sugerem o fato de que este composto pode interagir
com os receptores canabinoides (da Silva, 2011). Além disso,
confirmando e promovendo outros achados anteriores, mostramos que 0
receptor CB1 esta significativamente mais expresso durante a colite
induzida por DSS, sugerindo que ele possui um importante papel
durante a inflamacéo intestinal (Massa, 2004). Também demonstramos
gue o0 RNAm no colon para as hidrolases endocanabinoides MGL1 e
FAAH foram significativamente reduzidas pelo tratamento via oral com
a,B-amirina em camundongos. Esses achados confirmam resultados em
publicacBes anteriores e sugerem que a ac¢do do triterpeno pentaciclicos
a,p-amirina é dependente, pelo menos em parte, de sua habilidade de
interferir com o sistema canabinoide, notavelmente por inibir as vias da
MGL1 e FAAH. Além disso, é bastante provavel que o aumento de
MGL1 e FAAH durante inflamagédo intestinal piore a colite devido ao
aumento da degradagdo de endocanabinoides, como 0 2-
araquidonoglicerol (2-AG) (Chicca, 2012), o que por sua vez reduz a
ativacdo dos receptores. Entretanto, mais estudos devem ser feitos para
clarificar esta hipotese.

Concluindo, demonstramos aqui que a mistura de triterpenos
pentaciclicos o,p-amirina exibe um efeito marcante na resolugdo da
inflamacg&o intestinal em um modelo animal bastante difundido. Além
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disso, os efeitos benéficos da a,f-amirina como um efeito preventivo e
terapéutico pode estar associado a reducdo da infiltracdo celular e
proliferacdo no célon e também da reducdo de citocinas/quimiocinas
pré-inflamatorias, bem como uma diminuicdo de RNAm para moléculas
de adesdo celular. Finalmente, corroboramos que os efeitos da o,B-
amirina exerce suas atividades benéficas através da modulacdo do
receptor CB1 e da supressdo das hidrolases de endocanabinoides.
Juntos, estes resultados sugerem que a a,f-amirina € um composto
promissor para o tratamento das doencas inflamatdrias intestinais.
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