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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DE FISALINAS
ISOLADAS DE Physalis angulata L. EM MACROFAGOS ATIVADOS E NO
CHOQUE ENDOTOXICO. MOEMA CORTIZO BELLINTANI. [INTRODUCAOQ]
Physalis angulata € uma erva de ciclo anual, amplamente difundida pelo
mundo, utilizada pela medicina popular para o tratamento de uma variedade de
patologias. Neste trabalho foram testadas as atividades imunomoduladoras de
fisalinas, esteroides purificados do extrato de P. angulata. [METODOS] Os
experimentos foram realizados in vitro em cultura de macréfagos inflamatérios
ou in vivo através de ensaio de letalidade induzida por LPS. [RESULTADOS] A
adicao das fisalinas B, F ou G, mas nédo da fisalina D, causa uma redugao
dose-dependente na produgdo de Oxido nitrico (NO) por macrofagos
estimulados com LPS e IFN-y. A produgéo de TNF-«, IL-6 e IL-12 por culturas
de macrofagos estimulados com LPS ou LPS e IFN-y também foi inibida pela
fisalina B de forma dose-dependente. A adigdo de RU 486, um antagonista do
receptor de glicocorticoides, blogueia a atividade inibitéria da dexametasona na
producao de IL-12 por macréfagos ativados, mas nao reverte os efeitos
inibitérios in vitro da fisalina B na produgao de citocinas ou NO. O tratamento
de camundongos com as fisalinas B, F ou G previne a morte induzida por uma
dose letal de LPS. Camundongos tratados com fisalina B apresentaram niveis
sericos de TNF-o mais baixos que os camundongos controle que foram apenas
estimulados com LPS. [CONCLUSAO] Os resultados encontrados neste
trabalho demonstram que as fisalinas B, F e G de P. angulata sao substancias
imunomoduladoras potentes, que agem através de um mecanismo diferente da
dexametasona. [PALAVRAS-CHAVE] Physalis angulata; fisalinas; macréfagos;
choque endotdxico; plantas medicinais; esteroides.




ABSTRACT

IMMUNOMODULATORY ACTIVITIES OF PHYSALINS PURIFIED FROM
Physalis angulata L. IN ACTIVATED MACROPHAGES AND IN ENDOTOXIC
SHOCK. MOEMA CORTIZO BELLINTANI. [INTRODUCTION] Physalis angulata
is an annual herb widely used in popular medicine for treatment of a variety of
pathologies. Here, we tested immunomodulatory activities of physalins, steroids
purified from P. angulata extracts. [METHODS] The effects of different physalins
were evaluated in macrophage cultures and in LPS-induced shock.. [RESULTS]
Addition of physalin B, F or G, but not D, caused a dose-dependent reduction in
nitric oxide (NO) production by macrophages stimulated with LPS and IFN-y.
Cytokine production by activated macrophages was also modulated by physalin
B. Macrophage cultures stimulated with LPS or LPS and IFN-y produced lower
levels of TNF-o, IL-6 and IL-12. Addition of RU486, a glucocorticoid receptor
antagonist, blocked the inhibitory activity of dexamethasone in macrophage
cultures, but did not abrogate the in vitro suppressive activities of physalin B.
Treatment of mice with physalins B, F or G prevented death induced by a lethal
dose of LPS. Physalin B-treated mice presented lower levels of serum TNF-«
than control mice after LPS challenge. [CONCLUSION] These results
demonstrate that steroids from P. angulata are potent immunomodulatory
substances and act through a mechanism distinct from dexamethasone.
[KEYWORDS] Physalis angulata; physalins; macrophages; endotoxic shock;
medicinal plants; steroids.
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1 INTRODUGAO

1.1 FITOTERAPICOS

A biodiversidade encontrada no Reino Vegetal resulta em um numero
crescente de espécies utilizadas no tratamento de diferentes doengas que atingem a
humanidade. As observacdées empiricas das propriedades terapéuticas de produtos
naturais tém fornecido subsidios para a pesquisa da atividade biologica de extratos
ou fracbes de produtos de origem vegetal utilizados como medicamentos populares’.
As plantas ndo apenas fornecem o principio ativo de muitas drogas, como também
fornecem substancias que podem servir de base para o desenvolvimento de
medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos. A ocupagao de diferentes condigoes
ambientais pelos vegetais € possivel devido a grande variedade de adaptagdes
apresentadas pelas espécies, sendo a variabilidade quimica um dos fatores que
possibilita esta adaptacao®.

Produtos derivados de fitoterapicos tém sido utilizados no tratamento de
infeccbes por fungos, bactérias, virus e parasitas e também como
imunossupressores, agindo na prevenc¢ao da rejeicao de transplantes, em doengas
alérgicas e autoimune. O tratamento de doengas infecciosas ou parasitarias com
substancias imunomoduladoras combinadas ou ndo com agentes antivirais,
antifungicos e bactericidas previne o surgimento de inflamagdes crénicas, alergias e

outras patologias resultantes de desregulagoes do sistema imune'.



1.2 Physalis angulata L

Physalis angulata (Fig. 1) € uma planta herbacea de ciclo anual amplamente
difundida nas regides tropicais e subtropicais dos continentes asiatico, africano e sul-
americano. Popularmente conhecida como mullaca, camapu, bucho de ra ou jua de
capote, esta solanacea tem sido utilizada pela medicina popular como
anticoagulante, antileucémico, antimutagénico, antiinflamatério, antiespasmadico,
antiséptico, analgésico, diurético e no tratamento de diabetes, doenca do sono,
malaria, hepatite, reumatismo, dermatites, asma e gonorréia3' *_No Brasil, pode ser
encontrada em quase todo o territério, podendo ser considerada em alguns casos
como infestante de outras culturas. A medicina popular brasileira utiliza o cha das
raizes desta planta como diurético, sudorifico, antireumatico e antiinflamatoério. A
infusdo das folhas é recomendada como antiinflamatério da bexiga e figado e os
frutos s&o ricos em vitamina C°. Analises fitoquimicas de P. angulata demonstram a
presenca de flavondides, alcaldides e esteroides®.

Nos poucos estudos que comprovaram a atividade farmacologica de
substancias isoladas de P. angulata, foram descritas propriedades antivirais, atraves
de ensaio de inibicdo da enzima transcriptase reversa dos virus da Poliomielite | e
HIV | ® e bactericidas ’. Um componente com estrutura quimica conhecida, isolado
de P. angulata, a witangulatina A, tem atividade antitumoral, induzindo clivagem do
DNA através de acao na topoisomerase 1. A witangulatina A demonstra, ainda,
atividade citotdxica, sendo capaz de inibir, a nivel transcricional, a sintese de

proteinas”’.



Physalis angulata
Solanaceae

Figura 1 — Physalis angulata. (A) Frutos. (B) Aspecto da planta florida.

FONTE: disponivel em <http://www.rain-tree.com/mullaca.htm>1°
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A atividade antigonorréia de P. angulata foi testada juntamente com a de
outras 46 plantas utilizadas popularmente na Guatemala para o tratamento de
doencgas sexualmente transmissiveis. Os testes foram feitos in vitro, em cepas de
Neisseria gonorrhoeae isoladas de pacientes sintomaticos. Dentre as plantas
testadas, 28% foram consideradas mais eficazes, apresentando efeito inibitorio
evidente, incluindo o extrato etandlico de P. angulata "

Como a P. angulata é tradicionalmente utilizada para o tratamento da
doenga do sono na Africa, seu extrato foi incluido num estudo da atividade
tripanocida de 24 plantas medicinais africanas’?>. Neste trabalho foi avaliada a
atividade contra Trypanosoma brucei rhodesiense, bem como a citotoxicidade na
linhagem WI-38 de fibroblastos humanos. P. angulata foi uma das trés plantas cujo
extrato apresentou maior atividade em concentragbes nao toxicas. Dentre os
extratos de P. angulata, o de caule foi 0 mais ativo, seguido do de folha. Apesar dos
efeitos citotdxicos observados in vitro em células de mamiferos, in vivo os frutos de
P. angulata nao demonstram efeito citotdxico agudo, visto que o consumo destes
frutos em muitos locais da Africa resulta em uma concentragéo corpérea maior que a

considerada tdxica, porém sem causar danos ao organismo '%.

1.3 - OS ESTEROIDES PURIFICADOS DE Physalis angulata L

Estudos farmacolédgicos de esterbides derivados de P. angulata tém
demonstrado a inibicdo de mitoses através da clivagem de DNA, resultando em

efeitos citotéxicos contra diversos tipos de células tumorais in vitro e in vivo® ¢
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Observou-se também a atividade imunomoduladora in vitro, tais como o estimulo a
proliferagao de linfocitos B e T e a indugdo a producéo de anticorpos®.

As fisalinas sao esterodides constituintes das plantas pertencentes ao género
Physalis, presentes normalmente a niveis de 30 a 500 partes por milhdo (ppm) em
raizes, caule e folhas (Fig. 2).

A atividade antitumoral das fisalinas B, D e F, isoladas do extrato
etanodlico total (raizes, caule, folhas) de P. angulata, foi testada em linhagens de
células tumorais. Verificou-se que as fisalinas B e F agem inibindo o crescimento
destas células, contrastando com a fisalina D que nao apresentou nenhuma agao in
vitro ou in vivo. Foi verificada a agdo, tanto da fisalina B quanto da F, contra células
leucémicas humanas das linhagens K562 (eritroleucemia), APM 1840 (leucemia
linfoide aguda tipo T), HL-60 (leucemia aguda promielocitica), KG-1 (leucemia
mieldide aguda), CTV 1 (leucemia monocitica aguda) e em uma linhagem de células
isoladas de pacientes com leucemia linféide aguda tipo B. O efeito da fisalina F foi
maior que o da B, principalmente contra a leucemia mieldide aguda e a leucemia
linfoide B aguda'®.

A fisalina F foi testada ainda contra outras 8 linhagens tumorais, 5
humanas - hepatoma (HA22T), cérvix uterino (HelLa), nasofaringe (KB), colon (colo-
205), pulmao (calu-1) - e 3 animais - melanoma (H1477), laringe (Hep-2) e glioma
(8401). Observou-se uma agao mais forte contra a linhagem de hepatoma seguido
pelo cancer do cérvix uterino. Foi observada, ainda, a agao da fisalina F in vivo

contra leucemia linféide aguda (P 388) em camundongos®*.




Fisalina B Fisalina D

Fisalina F Fisalina G

Figura 2 — Estrutura quimica das fisalinas. Desenho esquematico da

estrutura quimica das fisalinas B, D, F e G.
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1.4 - O PAPEL DOS ESTEROIDES NA IMUNOMODULAGAO

Os esterdides enddégenos sao hormodnios derivados do colesterol que
atuam em varios processos no organismo, incluindo a regulagao neuro-imuno-
endécrina. Entre as principais classes de hormdnios esterdides estao os
androgénios, o0s estrogénios, o0s progestagénios, os glicocorticbides e o0s
mineralcorticdides. Os glicocorticoides e mineralcorticoides sao secretados pelo
cértex supra-renal, enquanto os progestagénios, sao secretados pelos ovarios e
placenta. Os receptores para estes esterdides possuem uma estrutura similar, com a
regiao amino-terminal especifica, uma regiao de ligacao ao DNA conservada e uma
regiao carboxi-terminal de ligagao ao horménio'.

Os glicocorticoides afetam o metabolismo dos carboidratos e proteinas,
sendo a hidrocortisona e a corticosterona seus principais representantes. Além das
atividades metabdlicas, estes esterdides exercem também acao antiinflamatéria e
imunosupressora, sendo frequentemente utilizados no tratamento de doencas
autoimune, alergias, na prevencao de rejeicao de transplantes, doencgas reumaticas,
neoplasias e doengas degenerativas do sistema nervoso central. Como as fungoes
metabdlicas e terapéuticas sao inerentes ao glicocorticoide, nao é possivel “explorar”
uma das atividades sem que a outra se manifeste. Assim, quando esterdides sao
utilizados como antiinflamatérios e/ou imunossupressores, as atividades metabdlicas
tornam-se efeitos colaterais indesejaveis. A deficiéncia na producao dos esteroides
enddgenos ocasiona a doenga de Addison, que tem como sintomas a fraqueza
muscular, pressao arterial baixa, depressao, anorexia, perda de peso e hipoglicemia.
Entre os fatores que ocasionam a redugao da produgao destes corticosterdides esta

a administracao terapéutica prolongada de glicocorticéides. O corpo adapta-se ao
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tratamento reduzindo a secregcdo enddégena de hormdnios esterodides, e, quando a
administracdo € interrompida, os niveis hormonais internos nao conseguem se
estabilizar, originando a deficiéncia'.

A acao antiinflamatéria dos glicocorticéides inclui a redugao da atividade
de macréfagos e neutrofilos, a diminuicao da migragao leucocitaria e da agao e
proliferacdo de células T e a modulacdo da secre¢do de citocinas e outros
mediadores pré-inflamatorios'®. Os glicocorticoides inibem a produgao de TNF-a por
macrofagos, sendo capazes de suprimir a secre¢ao desta citocina in vivo e in vitro, a

1'®: 1718 'O TNF-a é expresso inicialmente

nivel transcricional e pos-transcriciona
como uma proteina de membrana que, apos ser clivada proteoliticamente, € liberada
pela célula’®. Os glicocorticdides influenciam a atividade de proteases em
macréfagos, sendo esta uma hipdtese da via de regulagcao pos-transcricional da
secrecao de TNF-a por estas substancias'® '°. Os glicocorticéides agem também na
inibicdo da secrecao de oxido nitrico (NO) por macréfagos estimulados?’. Estes
esteroides sao, portanto, de grande valia no tratamento de inflamacgdes indesejaveis,
mas, em paralelo, podem suprimir as respostas protetoras necessarias ao controle
de infeccdes e ao processo de reparo’ 2.

A acgao dos glicocorticoides e iniciada com a penetra¢ao destes esteroides
na ceélula, seguida da interacao com os seus receptores no citoplasma celular (Fig.
3). A interagao horménio-receptor causa uma mudanga conformacional que expde o
dominio de ligagao ao DNA, tornando o receptor ativado. Os dimeros formados pelo
complexo horménio-receptor migram para o nucleo e ligam-se aos elementos de

resposta a glicocorticoides, regulando a ativagdo e transcrigao génica * 2% ?°,



complexo sitio de ligacédo
protéico inibidor do horménio
COOH

dominio de ativagéo

da transcricdo \

H,N

dominio de ligagéo TG Sabradgs

ao DNA
hormdnio —
esterodide

v

dominio de ligagdo ao DNA exposto

Figura 3 - Desenho esquematico da superfamilia de receptores
intracelulares. No estado inativo o receptor esta ligado a um complexo
inibidor. A ligagdo do esteréide ao receptor provoca a dissociagdo do
complexo inibitorio, ativando o receptor e expondo o sitio de ligagdo ao
DNA. Modelo baseado no receptor de cortisol, que tem estrutura similar a
todos os outros receptores desta superfamilia.

FONTE: figura 15-12, pagina 729, Alberts et al. 199422,
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A dexametasona, um esteroide sintético amplamente utilizado como
antiinflamatério, diminui a morte por choque séptico em camundongos com peritonite
séptica®*. Ja foi demonstrado que este esterdide age através da interagdo com o
receptor de glicocorticoides®. RU486 ¢ um potente antiglicocorticoide que tem alta
afinidade de ligagdo com o receptor de esterdides®®. A administracdo de RU486
aumenta o percentual de morte entre animais com peritonite séptica®®. A ligacao com
este receptor impede a sua translocagao para o nucleo, impossibilitando o inicio da
transcricao dos genes responsaveis pela agao antiinflamatéria dos glicocorticoides?.
A lipocortina € um dos produtos génicos que tem a sua transcrigao induzida pelos
glicocorticoides, sendo a sua secregdo inibida pela presenca do RU486%" 2%, O
RU486 age inibindo o receptor tipo Il de glicocorticéides. A administracao oral de
RU486 durante o estresse fisioldégico febril induzido por LPS faz aumentar a

temperatura e os niveis de IL-6%°.

1.5 - O CHOQUE ENDOTOXICO

O choque séptico € causado por infecgao por bactérias. A liberagdo do
LPS (endotoxina constituinte da parede celular bacteriana) no sangue resulta em
forte resposta do organismo a disseminacao destes microorganismos pelo corpo,
desencadeando o colapso circulatério que caracteriza o estado de choque®. A
endotoxina age através de ligagdo a “toll-like receptors” presentes, principalmente,
em leucocitos e células endoteliais, desencadeando a sintese e liberagao de uma
série de mediadores, muitos deles secretados por macrofagos®’. A ativagdo de

macrofagos por LPS acarreta a secregao de IL-1 e TNF-a, que por sua vez
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promovem ativagao endotelial, adesao e agregagao leucocitaria, coagulagao
intravascular disseminada e trombose capilar, além de estimular a secrecao de
outros mediadores como IL-6, NO e prostaglandinas, que geram outros efeitos pro-
inflamatérios, como o edema pulmonar agudo® ****. Quando um inibidor de NOS I
(NO sintetase induzida) € administrado num animal com septicemia, consegue-se
observar a reversao da injaria pulmonar aguda®*.

O choque sépticoé resultado da redugdo do volume sanguineo,
ocasionada por alteracdo do débito cardiaco e vasodilatagdao. O déficit perfusional
facilita o acumulo de metabdlitos e diminui a oxigenacgao e nutricao celular e tecidual.
A persisténcia do estado de choque resulta em lesées celulares irreversiveis, fato
que altera as fungées teciduais, podendo ocasionar a morte®? 3% %

A administracao experimental de LPS simula os efeitos da infeccdo por
bacteérias, levando a ativagdo dos macréfagos e a liberagcdo excessiva de NO, TNF-
a, IL-1, IL-6 e IL-12. A produgdo excessiva destes mediadores é a causa de muitos
sinais da inflamag¢édo, podendo ocasionar febre, faléncia multipla de o6rgaos,
coagulagao intravascular disseminada e até a morte por choque endotéxico™.

TNF-a, IL-6 e IL-12 estdo entre as principais citocinas mediadoras da
inflamagéo secretadas por macroéfagos ativados. Podem atuar sobre a prépria célula
secretora ou sobre células préximas, ou atingir a circulagdo, agindo de forma
sistémica. As citocinas pro-inflamatérias (nas quais estéo incluidas TNF-«, IL-6 e IL-
12) levam ao surgimento de uma série de sintomas que caracterizam as respostas
sistémicas de fase aguda, como febre, sono, perda de apetite, migracao de
neutrofilos, e liberagdo de hormdnio adrenocorticotréfico e corticosteroides,
ocasionando os efeitos hemodinamicos do choque séptico (hipdxia, reducao da

resisténcia vascular e taquicardia)'® *°.
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O TNF-a, produzido principalmente por macréfagos ativados, € o principal
mediador da resposta do hospedeiro a bactérias gram-negativas e ao LPS,
contribuindo para a patogénese caracteristica do processo inflamatério. Em baixas
concentragdes, atua como regulador paracrino e autocrino de leucécitos e células
endoteliais, estimula as fungbdes secretoras de fagocitos mononucleares, induz a
atividade microbicida dos leucécitos inflamatérios, aumenta a expressdo de MHC
classe |, exercendo efeito protetor contra virus (aumenta a lise de células
infectadas), recruta e agrega neutrofilos, contribuindo para o acumulo de leucécitos
nos sitios inflamatérios e atua como ativador policlonal de linfécitos B. No entanto,
quando as concentragbes desta citocina sdo aumentadas, o TNF-o amplifica a
resposta dos neutrofilos a si proprio e a outros mediadores inflamatorios e ocasiona
a liberagao de enzimas proteoliticas por células mesenquimatosas, o que resulta em
lesao tecidual. Concentragdes alteradas de TNF-o podem levar ainda a linfopenia e
imunodeficiéncia (através da supressdo da divisdo de células indiferenciadas da
medula 6ssea), colapso circulatério (relaxa o tébnus da musculatura lisa vascular e
promove a liberacdo de vasodilatadores), queda da glicemia e coagulacao
intravascular disseminada, induzindo o choque'® *.

A interleucina 6 nao é secretada diretamente em resposta ao LPS, mas
sim atraveés da estimulagao da secreg¢ao de TNF-a e IL-1, duas citocinas capazes de
estimular a secregdo de IL-6. Esta citocina, que tem atividade pirogénica, atua como
fator de crescimento na diferenciagdo dos linfocitos B, pode servir como
coestimulador de linfécitos T e timocitos e, induz a sintese de diversas proteinas
plasmaticas pelos hepatocitos (como o fibrinogénio), contribuindo para a resposta de

fase aguda> %7,




A interleucina 12 € uma citocina heterodimérica formada por duas cadeias
polipeptidicas, a p35 e p40, ligadas covalentemente®. Age na diferenciagao e
ativacao de linfécitos T, € potente ativadora de células NK, estimula a produgao de
IFN-y, aumenta a atividade citolitica e atua como fator de crescimento para estas
células®® *% “° A regulacdo sinérgica da producao de IL-12 por LPS e IFN-y ¢
importante durante as infec¢des bacterianas, pois o LPS inicialmente induz uma
secrecao restrita desta citocina. No entanto, a propria IL-12 estimula os linfécitos T e
as células NK a produzir IFN-y que, juntamente com o LPS estimula entdo a

secrecdo de IL-12 de forma exacerbada, caracterizando o processo inflamatério®® "
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O oxido nitrico € um radical livre gasoso altamente reativo, produzido
principalmente por células endoteliais e macréfagos em resposta a estimulacao por
citocinas®®. O NO é formado a partir de L-arginina, oxigénio molecular e NADPH,
pela acao da enzima o6xido nitrico sintase (NOS). A enzima NOS pode & expressa no
organismo sob a forma constitutiva ou induzida (NOS Il). As NOS constitutivas estao
normalmente expressas no sistema nervoso (NOS 1) e no tecido endotelial (NOS IIl),
estando envolvidas em varios processos fisiologicos, incluindo neurotransmissao e
vasodilatacao®®. A expressao da NOS Il é ativada por estimulos como LPS ou
agentes proinflamatérios (TNF-a, IL-1, IFN-y, PAF), principalmente pela ativagao
simultanea por LPS e IFN-y, através da ativagdo da transcricdo génica regulada

pelos fatores nucleares, como o NF-xB** *° e IRF-1°.

O NO é uma molécula de sinalizagao fundamental para manter a
homeostase, mas também um potente agente citotdoxico envolvido em muitas
patologias. Em condi¢bes normais, a concentragao de NO é baixa e o gas age como

fator antioxidante através de interagées com metais e outros radicais livres® *',



participa da atividade neuronal como segundo mensageiro, atua na regulacao da
pressdo sanguinea e na inibigdo da coagulagédo intravascular (prevenindo a
agregacao plaquetaria) e é essencial na eliminagao de microbios e células
tumorais*®. Em circunstancias adversas, a elevacdo dos niveis de NO causa
toxicidade e contribui para a patofisiologia da inflamagao, colapso circulatério e

I*”. A adicao de NO in vitro ocasiona efeitos toxicos, tais como

isquemia tecidua
danos nucleares, inibicdo da respiragdo mitocondrial e alteragbes nas proteinas e
fosfolipidios da membrana celular. Na septicemia, niveis sanguineos elevados de
nitrito e nitrato, os produtos estaveis do NO, sugerem que o NO esta envolvido nas
alteragbes cardiovasculares (vasodilatagdo periférica maciga e hiporeatividade a
vasoconstritores) que caracterizam o choque séptico®? 34549,

Durante o choque endotdxico, ocorre a expressao macica de NOS Il em
muitos 6rgaos e tecidos, o que resulta na formacao descontrolada de NO que por
sua vez contribui para a hipotensao, hiporeatividade vascular a vasoconstritores,
injuria, coagulagao intravascular disseminada e faléncia multipla de orgaos. A
inibicao da expressao de NOS Il através da agao de dexametasona ou de inibidores
de NOS Il causa efeitos benéficos nos modelos animais de choque, sendo possivel

observar a reversao de alguns dos sintomas observados % 3°.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a atividade imunomoduladora das fisalinas B, D, G e F, extraidas de Physalis

angulata, em macréfagos ativados e no chogque endotoxico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 — Avaliar a atividade das fisalinas na modulagao da producao de citocinas (TNF-«,
IL-6 e IL-12) por macrofagos ativados com LPS ou LPS e IFN-y.

2 — Avaliar a atividade das fisalinas na produgdo de éxido nitrico por macréfagos
ativados com LPS e IFN-y.

3 — Avaliar a atividade das fisalinas in vivo através de ensaio de letalidade induzida
pela administracao de LPS.

4 — Comparar o mecanismo de acgdo das fisalinas com o do esterdide sintético

dexametasona.



A Organizagado Mundial da Saude estima que cerca de 80% da populagao

mundial utiliza, de algum modo, plantas medicinais como medicamentos. A grande
maioria destas plantas ainda ndo teve a atividade bioldégica comprovada, fato que
limta o numero de principios ativos devidamente caracterizados e,
consequentemente, o uso de fitoterapicos no tratamento de doencas?®.

Andlises farmacologicas tém demonstrado que plantas medicinais contém
substancias imunomoduladoras capazes de atuar na regulagdo do sistema
imunolégico ou agir na regressao de tumores" . Physalis angulata tem sido
amplamente utilizada na medicina popular, sendo a esta ?rva atribuida acoes
antiinflamatéria, antiséptica, analgésica, entre outras. No entanto, poucos estudos
comprovaram as suas agdes farmacologicas.

Esteroides sdo substancias usualmente utilizadas pela medicina por
apresentar acdo antiinflamatéria e imunosupressora, tendo a capacidade de inibir
manifestacées caracteristicas da inflamacado, bem como controlar o quadro de
doencas autoimune. As fisalinas sado esterdides constituintes das plantas
pertencentes ao género Physalis. A investigacao da atividade das fisalinas B, D, F e
G através de ensaios in vitro € in vivo permitiu caracterizar o seu potencial de agéao

sobre macréfagos e no choque endotdxico, resultando em novas substancias

moduladoras do sistema imune com atividade biol6gica comprovada.




4 MATERIAL e METODOS

4.1 ANIMAIS

Para os estudos in vitro (obtengdo de macréfagos peritoneais) e in vivo
(choque endotdxico), foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c
com idade entre 5-8 semanas (aproximadamente 18 g). Os camundongos foram
fornecidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ/BA e

mantidos no mesmo até o sacrificio.

4.2 OBTENGAO DAS FISALINAS

O processo de purificagao das fisalinas (esterdides constituintes de Physalis
angulata) foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais — FarManguinhos,
FIOCRUZ/RJ, sob a coordenacao da Dra Therezinha Tomassini. Cerca de 15 g do
extrato etanodlico do caule P. angulata L., oriundos de Belém do Para, foram
dissolvidos em 300 ml de metanol. Adicionou-se, em seguida, solugao de acetato de
chumbo (200 ml de agua destilada, quente, com 25 g de acetato de chumbo).
Agitou-se esta mistura por duas horas, e, em seguida, foram adicionados 20 g de
carvao ativo, sob agitacdo constante. A mistura obtida foi filtrada, colocada em funil
de separacao e extraida com 200 ml de cloroférmio, por trés vezes, resultando em
770 mg na fase cloroférmica (IMR Ill-44-1). Esta fragdo foi submetida a

cromatografia por MPLC (cromatografia liquida por pressao média) utilizando, para
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eluicdo, o sistema gradiente hexano/acetato de etila (70:30), até a 100% deste
ultimo solvente. As fragdes foram coletadas através de tubos, apos a evaporagao do
solvente, foram secas e submetidas a TLC (cromatografia de camada fina), bem
como aos métodos espectroscopicos. Como resultado final, obtém-se 15 mg de
fisalina B com grau de pureza de 96%, 75 mg de fisalina D com grau de pureza de
95,6%, 56 mg de fisalina F com grau de pureza de 97,8% e 51 mg de fisalina G com
grau de pureza de 95%. As fisalinas foram diluidas em DMSO, sendo estocadas na

concentracado de 10 mg/mi.

4.3 OBTENGAO DE MACROFAGOS

Para obtencdo de macrofagos do exudato peritoneal, camundongos foram
inoculados por via intraperitoneal com 2 ml de tioglicolato a 3% em agua. Apos
quatro dias, foi feita a lavagem da cavidade peritoneal com 10 ml de HBSS gelado .
O lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, em centrifuga
refrigerada. O pellet contendo os macréfagos foi resuspendido em 1 ml de DMEM a
10% SBF para determinacao da concentracao de células através de contagem em

camara de Neubauer.

4.4 CULTURA DE MACROFAGOS

As células obtidas do exudato peritoneal foram cultivadas em atmosfera

Umida contendo 5% de CO,, a 37°C, em placas de fundo chato de 24 pocos (5x10°




cel/pogo) e 96 pogos (2x10° cel/pogo), em volumes finais de 2 e 0,2 ml de DMEM
suplementado com 10% SBF, respectivamente. Apos duas horas de cultura, as
células nao aderentes foram removidas por lavagem com DMEM 10% SBF. As
células aderentes foram entao estimuladas com 500 ng/ml de LPS (E. coli sorotipo
0111:B4, Sigma) e/ou 5 ng/ml de IFN-y (recombinante murino, Genzyme, atividade
especifica 5 x 10° U/mg) e tratadas com diferentes concentragdes das fisalinas (2,
0,2 e 0,02 ug/ml). A concentracao de 2 ug/ml corresponde a uma solugao de 3,9 M
da fisalina B, 3,7 uM da fisalina D e 3,8 uM das fisalina F e G. Para fins
comparativos, foi feito paralelamente o tratamento com 1 uM de dexametasona (0,4
ng/ml). Para investigar o mecanismo de agao, utilizou-se o antagonista do receptor
da dexametasona — RU486 (10° M)®'. As células foram mantidas em cultura por 4,
24 ou 48 horas, quando entao os sobrenadantes foram coletados para a dosagem

de citocinas e 6xido nitrico.

4.5 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

A producdo de oxido nitrico foi determinada pelo método de Griess™
(sulfanilamida a 1% / dihidrocloreto de naftileno diamina a 0,1% / H3PO4 a 2,5%)
através da medida do conteudo de nitrito no sobrenadante das culturas de
macrofagos das placas de 96 pogos coletadas apds 24 e 48 horas de estimulacéo e
tratamento.

A absorbancia foi determinada em um leitor de ELISA (Emax precision
microplate reader — MOLECULAR DEVICES), com filtro de 570 nm. As analises

foram feitas no Software Softmax for Windows 3.0, descontando a densidade 6ptica




do branco (meio de cultura + reagente de Griess 1:1). Os resultados foram
expressos em uM de NO;’, tendo por base uma curva padrao de nitrito de sodio —

NaNO, diluido em meio de cultura com concentragao inicial de 400 uM.

4.6 DOSAGEM DE CITOCINAS (TNF-qa, IL-6 E IL-12).

As dosagens de TNF-«a, IL-6 e IL-12 (p40) foram feitas através da técnica de
ELISA sanduiche, descrita abaixo, no sobrenadante das culturas de macrofagos das
placas de 24 pocos (TNF-a e IL-6) e 96 pocgos (IL-12), coletadas apds 4 e 24 horas
de cultura, respectivamente® **. Os anticorpos de captura e detecgao e as citocinas
recombinantes foram adquiridas da PharMingen.

Placas de ELISA (NUNC - IMMUNO PLATE MaxiSorp Surface) foram
sensibilizadas por 16 horas a 4°C com 50 ml/pogo de anticorpo de captura na
concentracdo de 1 ug/ml. As placas foram lavadas trés vezes com PBS/0,5% Tween
e bloqueadas com PBS/5% SBF (100 pl/pog¢o) durante 1-2 horas. Apo6s o blogueio,
as amostras, o branco e a curva padrao, foram plaqueadas em triplicata (50 pl/po¢o).
Apobs incubacao por 16 horas a 4°C, foram feitas trés lavagens com PBS/0,5%
Tween e entao foi adicionado (50 pl/pogo) o anticorpo de deteccdo (biotinilado) na
concentracao de 1 ug/ml por 45 minutos. A placa foi lavada cinco vezes com
PBS/0,5%Tween e, incubada durante 30 minutos com avidina peroxidase (1 pg/ml).
A revelacao foi feita utilizando o substrato TMB + H,0,, e interrompida com acido
ortofosforico diluido (4,4 %).

A absorbancia foi determinada em um leitor de ELISA (Emax precision

microplate reader — MOLECULAR DEVICES), com filtro de 450 nm. As analises
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foram feitas no Software Softmax 3.0. Para as curvas padrao foram utilizadas
citocinas recombinantes, tendo sido iniciadas com as concentragcbdes de 100 ng/mli
(TNF-a) e 10 ng/ml (IL-6 e IL-12), seguindo-se 9 diluicbes 1:2 em triplicata. A
densidade o6ptica do branco foi subtraida de todas as amostras e da curva padrao.
Os resultados foram expressos em ng/ml de cada uma das citocinas.

Para a dosagem de TNF-« in vivo, camundongos BALB/c foram estimulados
com 400 ug de LPS/animal, e tratados ou ndo com uma dose de 500 pg/animal de
fisalina B. Noventa minutos apds o estimulo e/ou tratamento, os animais foram
sangrados (veia axilar), o soro isolado e plagueado imediatamente, sem diluir, numa
placa de ELISA previamente sensibilizada. A dosagem de TNF-a in vivo foi realizada

conforme descrito anteriormente.

4.7 TESTE DE TOXICIDADE

A avaliagao de eventuais efeitos citoxicos das drogas foi feita pelo método do
MTT. O MTT é um sal tetrazoiico metabolizado por enzimas mitocondriais de células
viaveis, gerando um produto de coloracao azul escuro. Apds a remocao do
sobrenadante para determinar as concentragbes de NO e [L-12 (48 horas de
estimulo e/ou tratamento com diferentes concentragbes das fisalinas) adicionou-se
as culturas 100 ul de DMEM e 10 ul de MTT (5 mg/ml) por poco. A placa foi entao
incubada a 37°C, e, ap6s uma hora, foi determinada a densidade 6ptica a 570 nm,
em leitor de ELISA. Para a avaliagcdo da viabilidade celular, foram comparadas as

densidades opticas dos pogos tratados com diferentes concentragbes das drogas



com as densidades opticas dos pogos controle (sem estimulo e tratamento ou

apenas estimulados por LPS e IFN-y)>°.

4.8 CHOQUE ENDOTOXICO

Para analisar a ag¢do das fisalinas no choque endotéxico, grupos de
camundongos foram inoculados com diferentes doses de LPS (400, 600 e 800
ug/animal) por via intraperitoneal, a fim de obter a dose que causaria a morte de
100% dos animais (DL 100). Tendo padronizado a concentragcdo de 600
ug/camundongo como DL 100, novos experimentos foram feitos, onde grupos de
animais estimulados pela dose de 600 pg/camundongo foram tratados ou n&o por
via intraperitoneal, com doses de 0,5 e 1 mg/animal das fisalinas, em diferentes

tempos. A mortalidade dos animais foi acompanhada durante cinco dias®.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas por teste t de Student, para a analise do
experimento de dosagem de TNF-a sérico; ou teste de rank de Wilcoxon, para os
ensaios in vitro, utilizando o programa Statview 4.0. As diferengas s6 foram

consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.



5. RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DA TOXICIDADE DAS FISALINAS

Para avaliar quais concentragdes das fisalinas poderiam ser utilizadas nos
testes in vitro, com a garantia de que os efeitos observados seriam ocasionados pela
atividade imunomoduladora das drogas e nao pela morte das células cultivadas
(efeito citotoxico), foram feitos ensaios de viabilidade celular pelo método do MTT. A
Figura 4 mostra que as fisalinas B, D, G e F nao sao citotoxicas em concentracoes
abaixo de 2,5 ug/mi, ou seja, todos os efeitos observados in vitro na produg¢ao de NO
e citocinas, quando utilizadas concentragbes iguais ou menores que 2,5 ug/mi,
podem ser atribuidos ao potencial inibidor das drogas, e ndo a uma eventual morte

celular por toxicidade.
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Figura 4 - Viabilidade de macrofagos tratados com diferentes
concentragoes de fisalinas. Macréfagos do exudato peritoneal foram
cultivados na presencga de varias concentragdes das fisalinas B, D, F e G.
Apds 48 horas de cultura, as placas foram pulsadas com MTT. A viabilidade
celular foi avaliada duas horas depois por medida da densidade Optica a

570 nm.
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5.2 EFEITO DAS FISALINAS NA PRODUGAO DE NO POR MACROFAGOS
ATIVADOS.

Os efeitos das fisalinas na producdo de NO foram avaliados em macréfagos
estimulados por LPS e IFN-y e tratados com diferentes concentragdes das fisalinas.
A Figura 5 mostra que as fisalinas B, F € G demonstraram uma ac¢ao inibitéria, dose-
dependente, sob a producdo de NO. Ja a fisalina D ndo apresentou nenhum efeito
inibitério, mesmo na dose mais alta utilizada (2 pg/ml).

Os experimentos subsequentes foram realizados para a melhor
caracterizacao das atividades das fisalinas B, F e G, sendo a fisalina B estudada
com maior énfase devido a maior disponibilidade desta substancia.

O efeito da fisalina B na producdo de NO foi avaliado em macréfagos
estimulados por LPS e IFN-y e tratados com diferentes concentragdes da droga. A
Figura 6 mostra que a fisalina B age, de forma dose-dependente, inibindo a
produgado de NO. Na concentragdo de 2 pg/ml, a fisalina B inibiu entre 90-100% a
producdo de NO (p = 0,0077). A inibicdo na producdo de NO tambem foi
estatisticamente significante na concentragao de 0,2 pg/ml (p = 0,0077), embora
nesta concentracao a redug¢ao na produgao de NO tenha sido em torno de 30 %. Os
controles negativos (ndo estimulados), assim como culturas nao estimuladas por

LPS e tratadas com a droga, nao produziram NO.
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Figura 5 - Produgao de NO in vitro por macrofagos ativados por LPS e
IFN-y e tratados com diferentes fisalinas. Macréfagos do exudato
peritoneal foram estimulados com LPS (500 ng/ml) e IFN-y (5 ng/ml) na
presenga de varias concentragdes das fisalinas B (@), D (B), F (A) ou G
(®). Sobrenadantes das culturas foram coletados 24 horas apoés a
estimulagao para a avaliagao da produgéao de nitrito pelo método de Griess.

Os dados correspondem a um experimento representativo de quatro

realizados.
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Figura 6 - Producao in vitro de NO por macrofagos ativados por LPS e
IFN-y e tratados com fisalina B. Macréfagos do exudato peritoneal foram
estimulados com LPS (500 ng/ml) e IFN-y (5 ng/ml) na presenca de varias
concentragdées de fisalina B (2, 0,2 e 0,02 pg/ml). Sobrenadantes das
culturas foram coletados 24 horas apos a estimulagao para a avaliagao da
producao de nitrito pelo método de Griess. Os valores correspondem a

média e desvio padrao de nove experimentos. *p<0,05.



5.3 EFEITO DA FISALINA B NA PRODUGCAO DE CITOCINAS POR
MACROFAGOS ATIVADOS.

O efeito da fisalina B na producao de TNF-«, IL-6 e IL-12 (p40) foi avaliado
em macréfagos estimulados por LPS (TNF-a e IL-6) ou LPS e IFN-y (IL-12) e
tratados com diferentes concentracées da fisalina B. A Figura 7 mostra que a fisalina
B age, inibindo a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-12, de forma dose-dependente. A
inibicdo da secrecao de TNF-a foi em média de 30% na concentragao de 2 ng/ml (p
=0,0022). A inibicdo na secrecao de IL-6 e IL-12 foi maior, chegando a cerca de 60%
para IL-6 (p = 0,0077) e cerca de 85% (p = 0,00029) para IL-12 na concentragao de
2 ug/ml. Os controles negativos (nao estimulados), assim como culturas nao
estimuladas e tratadas com a droga, nao produziram niveis detectaveis das citocinas

mencionadas.
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Figura 7 - Producgao In vitro de TNF-a, IL-6 e IL-12 por macréfagos
ativados por LPS ou LPS e IFN-y e tratados com fisalina B. Macréfagos
do exudato peritoneal foram estimulados com LPS (TNF-a e IL-6) ou LPS e
IFN-y (IL-12) na presenga de varias concentragbes de fisalina B (2, 0,2 e
0,02 ug/ml). Sobrenadantes das culturas foram coletados 4 (TNF-o e IL-6)
ou 24 (IL-12) horas apds a estimulagdo para avaliagdo da produgdo de
citocinas por ELISA. Os dados correspondem a média e desvio padrdo de 3

a 5 experimentos. * p<0,05.
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5.4 COMPARAGAO DO EFEITO DA FISALINA B COM A AGAO DA
DEXAMETASONA NA PRODUGAO DE NO

A dexametasona é um esterdide sintético amplamente utilizado por seus
efeitos antiinflamatérios. O efeito inibitério da fisalina B na produgdo de NO foi
comparado ao da dexametasona. Macréfagos estimulados com LPS e IFN-y foram
tratados com fisalina B ou dexametasona (Fig. 8). Embora a produgédo de NO seja
inibida pela adicdo de dexametasona de forma estatisticamente significante (p =
0,0431), o efeito deste esterodide € discreto quando comparado ao efeito da fisalina B
(2 ug/ml), que inibe 90-100% da producao de NO (p = 0,0431). A dexametasona nao
foi capaz de levar a uma inibigao maior que 10-15%, mesmo quando utilizadas
concentragdes até 25 vezes mais alta que a demonstrada na Figura 8 (dados nao

mostrados).
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Figura 8 - Producdo de NO in vitro por macréfagos ativados por LPS e
IFN-y e tratados com fisalina B ou dexametasona. Macréfagos do
exudato peritoneal foram estimulados com LPS e IFN-y na presencga de 2
ug/ml de fisalina B (fis B) ou 1 uM de dexametasona (dex). Sobrenadantes
das culturas foram coletados 24 horas apés a estimulagdo para avaliagéao
da producao de nitrito pelo método de Griess. Os dados correspondem a

meédia e desvio padrao de cinco experimentos. * p<0,05.
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5.5 INVESTIGACAO DA VIA DE AGCAO DA FISALINA B

Para investigar se a fisalina B age através da ativagao do receptor de
glicocorticoides, o inibidor RU486 foi adicionado as culturas de macrofagos. A Figura
9 mostra a producgao de IL-12 in vitro por macrofagos peritoneais estimulados com
LPS e IFN-y e tratados com fisalina B ou dexametasona, na presenga ou auséncia
de RU486. Pode-se verificar que, na presenca de RU486, o efeito inibidor da
dexametasona na producao de IL-12 é revertido (p = 0,0022). Ja o efeito da fisalina
B na producao de IL-12 nao € inibido por RU486. A produgao de IL-12 na presenca
de fisalina B e RU486 foi até significativamente menor do que a produgao de IL-12
na presencga isolada da fisalina B (p = 0,0499). De fato o tratamento das culturas
apenas com RU486 promoveu um decréscimo na produgdo de IL-12 em relagao ao
grupo sem tratamento (p = 0,0076). Do mesmo modo, a inibi¢ao da produgao de NO

pela fisalina B nao é bloqueada pela adigao de RU486 (Fig. 10).
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Figura 9 - Efeito da fisalina B e/ou RU486 na produc¢ao in vitro de IL-12
por macrofagos ativados por LPS e IFN-y. Macrofagos do exudato
peritoneal foram estimulados com LPS e IFN-y na presenca de RU486 (10-°
M) e/ou fisalina B (2 pg/ml) ou dexametasona (1 uM). Sobrenadantes das
culturas foram coletados 24 horas apos a estimulacao, para a avaliagao da
producao de IL-12. Os dados correspondem a média e desvio padrao de

quatro experimentos realizados.
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Figura 10 - Efeito da fisalina B e/ou RU486 na producao in vitro de NO
por macrofagos ativados por LPS e IFN-y. Macréfagos do exudato
peritoneal foram estimulados com LPS e IFN-y na presenga de RU486 (10
M) e tratados ou nao com fisalina B (2 ug/ml). Sobrenadantes das culturas
foram coletados 24 horas apés a estimulagao, para a avaliagao da produgao
de NO. Os dados correspondem a média e desvio padrao de cinco

experimentos realizados.
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5.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM FISALINAS NO CHOQUE ENDOTOXICO

5.6.1 Efeito da fisalina B na produgao de TNF-a em camundongos desafiados

com LPS.

O TNF-a produzido por macréfagos estimulados por LPS € um importante
mediador no chogque séptico ou endotoxico. Para avaliar o efeito da fisalina B na
producdo de TNF-« in vivo, camundongos BALB/c foram inoculados com LPS por
via intraperitoneal e tratados ou ndo com a droga. A Figura 11 representa os niveis
de TNF-a sérico 90 minutos ap6s a inoculagao do LPS. Pode-se observar que a
fisalina B, na dose de 500 pg/camundongo, tem a capacidade de inibir em torno de
70% a producao de TNF-a in vivo. A diferenga entre os animais tratados com a

fisalina B e os nao tratados é estatisticamente significante (p=0,023).
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Figura 11 - Produgao de TNF-a em camundongos BALB/c estimulados
por LPS e tratados com fisalina B. Camundongos BALB/c foram injetados
por via i.p. com 400 pg de LPS e simultaneamente tratados com 0,5
mg/animal de fisalina B ou com o mesmo volume de salina (controles). O
soro foi coletado 90 minutos apds a inoculagdo com LPS para avaliacao da
producado de TNF-a. Os dados representam a média da dosagem do soro

de 5 camundongos/grupo.
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5.6.2 Determinacgao da dose letal de LPS em camundongos

Para analisar a agdo das fisalinas no choque endotdxico, primeiramente
determinou-se a dose de LPS que leva a morte de 100% dos animais (DL 100). Para
isto, trés grupos de animais foram injetados por via intra peritoneal com diferentes
doses de LPS. A Figura 12 mostra o percentual de sobrevivéncia dos grupos de
animais, permitindo concluir que a injecao de 600 pg de LPS por animal causa a

morte de 100% dos animais.

49



2 100 = -

«@©

2> 80

>

Q 60 -

0

Q 40 -

3 201 =

X 0 . & 4
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (h)

Figura 12 - Curva de letalidade de camundongos BALB/c induzida por
LPS. Camundongos BALB/c foram injetados por via i.p. com 400 (m), 600
(A) ou 800 (®) nug de LPS. A letalidade foi acompanhada durante 5 dias.

Foram testados de 8 a 23 animais por grupo.



5.6.3 Efeito das fisalinas B, G e F no choque endotoxico.

Para avaliar a agédo das drogas, grupos de animais foram simuitaneamente
injetados com dose letal de LPS (600 pg/animal) e uma das fisalinas, em diferentes
doses. A Figura 13 mostra o percentual de sobrevivéncia dos animais. Pode-se
observar que, na dose de 0,5 mg/animal, as fisalinas B e F ja demonstram um efeito
protetor, diminuindo o nimero de 6bitos. J4 na dose de 1 mg/animal, o tratamento
com as fisalinas B, F ou G protegeu 100% dos animais tratados. Tanto os animais
tratados com fisalina quanto os do grupo controle apresentaram sinais de choque,
tais como pelo ericado e diarréia. No entanto, estes sinais foram mais intensos e

duradouros no grupo controle do que nos grupos tratados com as fisalinas.
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Figura 13 - Efeito das fisalinas em camundongos BALB/c desafiados
com uma dose letal de LPS. Grupos de 10 a 23 camundongos BALB/c
foram injetados por via i.p. com 600 nug de LPS e simultaneamente tratados
com 0,5 (A) ou 1 mg/ml (@) das fisalinas B, F ou G ou com o mesmo

volume de salina (W). A letalidade foi acompanhada durante cinco dias.
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6 DISCUSSAO

Physalis angulata € um vegetal amplamente utilizado na medicina popular.
No entanto, até os dias atuais, poucos trabalhos com valor cientifico descreveram as
atividades bioldgicas de substancias purificadas ou do extrato bruto de P. angulata.
Dentre os esterdides testados neste trabalho, as fisalinas B, D e F ja tiveram, de
alguma forma, sua atividade avaliada anteriormente. As fisalinas B e F
demonstraram atividade inibitdéria do crescimento de algumas linhagens de células
tumorais, enquanto a fisalina D, submetida aos mesmos testes, ndo demonstrou
nenhuma agao® ™°.

Neste trabalho, avaliamos as atividades das fisalinas B, D, F e G na
modulagado do sistema imunoldgico, enfocando a agdo em macréfagos e no choque
endotdxico. Observamos que as fisalinas B, F e G tiveram agao ampla na inibi¢ao da
ativacao macrofagica em concentragbées nao toxicas. Ja a fisalina D nao apresentou
nenhum efeito modulador nos testes aos quais foi submetida.

As fisalinas ativas (B, F e G) demonstraram alto potencial inibidor da sintese
de oxido nitrico por macréfagos ativados, mesmo quando o tratamento com a droga
ocorreu até 6 horas apds o estimulo dos macrofagos com LPS e IFN-y (dados néo
mostrados). Ja foi demonstrado que a dexametasona inibe completamente a
secrecao de NO em culturas de macréfagos estimulados com LPS, mas que so inibe
parcialmente esta secrecdo quando os macréfagos sao estimulados com LPS e IFN-
Y simultaneamente®. Neste estudo demonstramos que as fisalinas B, F e G tém um

poder inibitério mais elevado que a dexametasona na sintese de Oxido nitrico por

A
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macrofagos ativados com LPS e IFN-y, causando uma inibigado entre 90-100 %,
enquanto que a dexametasona inibiu apenas entre 10-15%.

A acao das fisalinas na producao de citocinas também foi inibitoria, sendo a
fisalina B capaz de inibir a secrecdo de TNF-o. em 40 %, de IL-6 em 56 % e de IL-12
em 84 %. A agao da dexametasona (1 uM) na inibicdo da produgao destas citocinas
foi significativa, apresentando em meédia os mesmos percentuais de inibicao
observados para as fisalinas na concentracao de 2 ug/ml (dados nao mostrados).

Os resultados positivos encontrados nos ensaios in vitro indicaram um
potencial efeito in vivo. Avaliou-se, entao, a acao das fisalinas B, F € G no choque
endotoxico. A dosagem do TNF-a sérico demonstrou que a fisalina B tem forte agao
inibitéria na secregao desta citocina em animais inoculados com uma dose alta de
LPS e simultaneamente tratados com a droga. A forte agdo imunosupressora das
fisalinas foi demonstrada ainda no choque endotoxico, visto que as trés fisalinas, na
dose de 1 mg/animal, foram capazes de inibir completamente a mortalidade dos
animais desafiados com uma dose letal de LPS (DL100).

A inibicdo da secrecdo de TNF-a'® bem como do NO**| causam a reversao
do estado de choque endotdxico. A IL-12 tem grande participacdo na ativacdo de
linfocitos, que por sua vez secretam grandes quantidades de IFN-y, levando a
reativagao dos macrofagos. Portanto, o controle da secrecdo da IL-12 também ajuda
a controlar a inflamagao e o choque endotoxico®” *? *8. Pelos resultados observados
neste trabalho, é provavel que as fisalinas atuem in vivo bloqueando a secrecao de
outros mediadores além do TNF-a (demonstrado neste trabalho) durante o desafio
letal com LPS, levando a uma melhora no quadro geral e a prevengao da morte dos

animais.
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Apodés a comprovacao do efeito modulador das fisalinas em macréfagos,
tentou-se entdo esclarecer a via através da qual as drogas estariam agindo. Por
serem esteroides, classe quimica a qual pertencem os glicocorticdides, foi cogitada a
possibilidade de agao via ligacado ao receptor de horménios glicocorticoides, o
mesmo receptor que possibilita a acao da dexametasona®®. Para tanto, utilizou-se
um inibidor deste receptor (RU486) que, ao se ligar ao receptor, impede a acao dos
glicocorticoides®® e leva ao bloqueio da inibicdo da secrecao de citocinas e NO. Na
presenga do RU486 foi observada a reversdo do efeito da dexametasona na
producao de IL-12. No entanto, a fisalina B continuou inibindo a secregcao das
citocinas e NO mesmo na presenca do RU486. Para excluir a possibilidade da
reversao nao estar sendo observada devido a um estimulo extremamente alto de
LPS, foram feitos ensaios utilizando as concentragdes de 5 e 50 ng/ml de LPS como
estimulo e ainda assim nao foi possivel observar a reversao da agao das fisalinas na
presenca de diferentes concentragdes do RU486 (dados ndo mostrados).

Neste trabalho demonstramos que, embora os esteroéides ativos (B, F e G)
tenham atividades semelhantes a dexametasona, as diferengcas observadas na
inibicdo da secrecao de NO por macréfagos estimulados com LPS e IFN-y e na
reversao do efeito inibitério na producao de IL-12 e NO na presenca do RU486
sugerem a acao por vias distintas. Em relagdo a acado de esterdides, os receptores
de glicocorticéides e mineralcorticoides sdo membros de uma mesma superfamilia
de receptores nucleares. No entanto, a especificidade observada para o receptor de
glicocorticoide difere da demonstrada pelo receptor de mineralcorticoides, que tem a
capacidade de interagir tanto com os mineralcorticdides quanto com

glicocorticoides®®.
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O receptor da progesterona também pertence a mesma familia que o
receptor de glicocorticéides. Os dois receptores tém a estrutura do dominio de
ligacdo a esterdides similares e a habilidade de induzir a transcricao de genes
semelhantes, sendo que os receptores livres da progesterona distribuem-se
predominantemente no nucleo, enquanto que os de glicocorticdides sao geralmente
encontrados no citoplasma®®. Ja foi demonstrado que a progesterona inibe atividade
do gene da NOS Il e a produgao de NO por macréfagos estimulados com LPS e IFN-
v*! ®1 Essa inibicao é suprimida por ZK299 (onapristona), um inibidor sintético da
progesterona®’. No entanto, apesar do RU486 inibir a maioria das atividades
endécrinas da progesterona®, o tratamento de culturas de macréfagos com RU486
nao tem a capacidade de reverter o efeito da progesterona na producdao de NO,
assim como ZK299 nao reverte a acdo da dexametasona®'. Estes dados sugerem
que estes dois esterdides induzem a supressao da producao de NO por vias

distintas®"

. Existe, portanto, a possibilidade das fisalinas estarem agindo pela
mesma via que a progesterona.

Macréfagos murinos, no entanto, ndo expressam RNAm para o receptor
classico da progesterona, e ja foi demonstrado que a regido promotora do gene da
NOS Il nao contém o elemento classico de resposta ao qual o receptor da
progesterona se liga®>. Contudo, a auséncia deste sitio de ligagdo ndo exclui a
possibilidade de que ocorra uma modulagdo hormonal do gene da NOS Il. E
possivel que a progesterona aja através de ligagao aos elementos de resposta a
glicocorticéides na regido promotora do gene da NOS II®®. Sao postuladas trés
hipoteses para o mecanismo de acdo deste horménio em macréfagos. A primeira

sugere que um receptor ndo conhecido da progesterona esteja presente em

macrofagos. Ja a segunda hipotese sugere que a agao da progesterona em



macroéfagos ocorre através de um sitio independente no préprio receptor de
glicocorticoides. A terceira sugere uma agao independente de ligagdo a um receptor
de glicocorticoides®'. O fato de que o aumento da concentragdo de progesterona
leva a competicdo com a dexametasona por saturagao dos sitios de ligagao® sugere
que a progesterona possa compartilhar o receptor de glicocorticéides, ligando-se a
um sitio que nao € bloqueado por RU486.

Como citado anteriormente, a medicina popular utiliza insumos da planta
para o tratamento de uma grande variedade de patogenias. Dentre os efeitos
popularmente atribuidos a P. angulata estao as atividades antiinflamatéria e
antiséptica®. Os resultados obtidos neste trabalho subsidiam estas atividades
atribuidas popularmente a planta, visto que foi verificada a ag¢do na inibigcao da
producao de oOxido nitrico e citocinas proé-inflamatérias, bem como reversao do
quadro de choque endotodxico.

A modulagao observada na atividade dos macréfagos sugere ainda que as
fisalinas possam ter efeito em outros sistemas que envolvam atividade imunolégica,
como a linfoproliferagao e a secreg¢ao de citocinas por linfécitos ativados. Trabalhos
investigando a atividade farmacolégica destas substancias devem continuar sendo
realizados, nao s6 no sentido de descobrir novos potenciais de acdo como tambem
a fim de viabilizar 0 uso clinico destes esterdides. Para tanto, sera necessario
estudar a toxicopatologia de longa duragao das fisalinas, o que possibilitara a
avaliacao de seus eventuais efeitos colaterais. Para que a utilizagao destas
substancias como medicamento seja viabilizada, sera necessario também buscar
moléculas sintéticas que compartilhem da sua estrutura quimica, visto que estes

esterdides estao presentes em quantidades limitadas nas plantas (30-500 ppm).



7 CONCLUSOES

e T —_— T SN\ NSt s

1 — As fisalinas B, F e G inibem a produgao de déxido nitrico por macréfagos ativados
por LPS e IFN-y.

2 — A fisalina B inibe a producgao de citocinas (TNF-«, IL-6 e IL-12) por macréfagos
ativados por LPS ou LPS e IFN-y.

3 — Os efeitos da fisalina B, ao contrario da dexametasona, nao sao revertidos por
RUA486.

4 — A fisalina B inibe a produgdo de TNF-a in vivo em camundongos BALB/c

estimulados com LPS.

5 — As fisalinas B, F e G previnem a morte induzida por uma dose letal de LPS.
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