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R E S U M O

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DE FISALINAS 
ISOLADAS DE Physalis angulata L. EM MACRÓFAGOS ATIVADOS E NO 
CHOQUE ENDOTÓXICO. MOEMA CORTIZO BELLINTANI. [INTRODUÇÃO] 
Physalis angulata é urna 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, esferoides purificados do extrato de P. angulata. [METODOS] Os 
experimentos foram realizados in vitro em cultura de macrófagos inflamatorios 
ou in vivo através de ensaio de letalidade induzida por LPS. [RESULTADOS] A 
adição das fisalinas B, F ou G, mas não da fisalina D, causa uma redução 
dose-dependente na produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos 
estimulados com LPS e IFN-y. A produção de TNF-a, IL-6 e IL-12 por culturas 
de macrófagos estimulados com LPS ou LPS e IFN-y também foi inibida pela 
fisalina B de forma dose-dependente. A adição de RU 486, um antagonista do 
receptor de glicocorticóides, bloqueia a atividade inibitória da dexametasona na 
produção de IL-12 por macrófagos ativados, mas não reverte os efeitos 
inibitórios in vitro da fisalina B na produção 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 níveis 
séricos de TNF-a mais baixos que os camundongos controle que foram apenas 
estimulados com LPS. [CONCLUSÃO] Os resultados encontrados neste 
trabalho demonstram que as fisalinas B, F e G de P. angulata são substancias 
imunomoduladoras potentes, que agem através de um mecanismo diferente da 
dexametasona. [PALAVRAS-CHAVE] Physalis angulata; fisalinas; macrófagos; 
choque endotóxico; plantas medicinais; esteróides.



A B S T R A C T

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-a, 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-a 
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 I N T R O D U Ç Ã O

1.1 FITOTERAPICOS

A biodiversidade encontrada no Reino Vegetal resulta em um número 

crescente de espécies utilizadas no tratamento de diferentes doenças que atingem a 

humanidade. As observações empíricas das propriedades terapêuticas de produtos 

naturais têm fornecido subsídios para a pesquisa da atividade biológica de extratos 

ou frações de produtos de origem vegetal utilizados como medicamentos popularesV 

As plantas não apenas fornecem o princípio ativo de muitas drogas, como também 

fornecem substâncias que podem servir de base para o desenvolvimento de 

medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos. A ocupação de diferentes condições 

ambientais pelos vegetais é possível devido à grande variedade de adaptações 

apresentadas pelas espécies, sendo a variabilidade química um dos fatores que 

possibilita esta adaptação^.

Produtos derivados de fitoterápicos têm sido utilizados no tratamento de 

infecções por fungos, bactérias, vírus e parasitas e também como 

imunossupressores, agindo na prevenção da rejeição de transplantes, em doenças 

alérgicas e autoimune. O tratamento de doenças infecciosas ou parasitárias com 

substâncias imunomoduladoras combinadas ou não com agentes antivirais, 

antifúngicos e bactericidas previne o surgimento de inflamações crônicas, alergias e 

outras patologias resultantes de desregulações do sistema imuneV



Physalis angulata (Fig. 1) é uma planta herbácea de ciclo anual amplamente 

difundida nas regiões tropicais e subtropicais dos continentes asiático, africano e sul- 

americano. Popularmente conhecida como mullaca, camapú, bucho de rã ou juá de 

capote, esta solanácea tem sido utilizada pela medicina popular como 

anticoagulante, antileucémico, antimutagênico, antiinflamatório, antiespasmódico, 

antiséptico, analgésico, diurético e no tratamento de diabetes, doença do sono, 

malária, hepatite, reumatismo, dermatites, asma e gonorréia^' No Brasil, pode ser 

encontrada em quase todo o território, podendo ser considerada em alguns casos 

como infestante de outras culturas. A medicina popular brasileira utiliza o chá das 

raizes desta planta como diurético, sudorífico, antireumático e antiinflamatório. A 

infusão das folhas é recomendada como antiinflamatório da bexiga e fígado e os 

frutos são ricos em vitamina C .̂ Análises fitoquímicas de P. angulata demonstram a 

presença de flavonóides, alcalóides e esteróides^.

Nos poucos estudos que comprovaram a atividade farmacológica de 

substâncias isoladas de P. angulata, foram descritas propriedades antivirais, através 

de ensaio de inibição da enzima transcriptase reversa dos vírus da Poliomielite I e 

HIV I e bactericidas Um componente com estrutura química conhecida, isolado 

de P. angulata, a witangulatina A, tem atividade antitumoral, induzindo clivagem do 

DNA através de ação na topoisomerase II®. A witangulatina A demonstra, ainda, 

atividade citotóxica, sendo capaz de inibir, a nível transcricional, a síntese de 

proteínas®.

1 . 2  P h y s a l i s  a n g u l a t a  L
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Figura 1 -  PhysaUs angulata. (A) Frutos. (B) Aspecto da planta florida. 

FONTE: disponível em <http://www.rain-tree.com/mullaca.htm>''°

15

http://www.rain-tree.com/mullaca.htm


A atividade antigonorréia de P. angulata foi testada juntamente com a de 

outras 46 plantas utilizadas popularmente na Guatemala para o tratamento de 

doenças sexualmente transmissíveis. Os testes foram feitos in vitro, em cepas de 

Neisseria gonorrhoeae isoladas de pacientes sintomáticos. Dentre as plantas 

testadas, 28% foram consideradas mais eficazes, apresentando efeito inibitório 

evidente, incluindo o extrato etanólico de P. angulata

Como a P. angulata é tradicionalmente utilizada para o tratamento da 

doença do sono na África, seu extrato foi incluído 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 três plantas cujo 

extrato apresentou maior atividade em concentrações não tóxicas. Dentre os 

extratos de P. angulata, o de caule foi o mais ativo, seguido do de folha. Apesar dos 

efeitos citotóxicos observados in vitro em células de mamíferos, in vivo os frutos de 

P. angulata não demonstram efeito citotóxico agudo, visto que o consumo destes 

frutos em muitos locais da África resulta em uma concentração corpórea maior que a 

considerada tóxica, porém sem causar danos ao organismo

1.3 - OS ESTEROIDES PURIFICADOS DE Physalis angulata L

Estudos farmacológicos de esferoides derivados de P. angulata têm 

demonstrado a inibição de mitoses através da clivagem de DNA, resultando em 

efeitos citotóxicos contra diversos tipos de células tumorais in vitro e In vivo®



Observou-se também a atividade imunomoduladora in vitro, tais como o estimulo à  

proliferação de linfócitos B e T e a indução à produção de anticorpos^.

As fisalinas são esteróides constituintes das plantas pertencentes ao gênero 

Physalis, presentes normalmente a níveis de 30 a 500 partes por milhão (ppm) em 

raizes, caule e folhas (Fig. 2).

A atividade antitumoral das fisalinas B, D e F, isoladas do extrato 

etanólico total (raízes, 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 não apresentou nenhuma ação In 

vitro ou in vivo. Foi verificada a ação, tanto da fisalina B quanto da F, contra células 

leucémicas humanas das linhagens K562 (eritroleucemia), APM 1840 (leucemia 

linfóide aguda tipo T), HL-60 (leucemia aguda promielocítica), KG-1 (leucemia 

mielóide aguda), CTV 1 (leucemia monocítica aguda) e em uma linhagem de células 

isoladas de pacientes com leucemia linfóide aguda tipo B. O efeito da fisalina F foi 

maior que o da B, principalmente contra a leucemia mielóide aguda e a leucemia 

linfóide B aguda^^.

A fisalina F foi testada ainda contra outras 8 linhagens tumorais, 5 

humanas - hepatoma (HA22T), cérvix uterino (HeLa), nasofaringe (KB), cólon (colo- 

205), pulmão (calu-1) - e 3 animais - melanoma (H1477), laringe (Hep-2) e glioma 

(8401). Observou-se uma ação mais forte contra a linhagem de hepatoma seguido 

pelo câncer do cérvix uterino. Foi observada, ainda, a ação da fisalina F in vivo 

contra leucemia linfóide aguda (P 388) em camundongos'*.



Figura 2 -  Estrutura química das fisalínas. Desenho esquemático da 

estrutura química das fisalinas B, D, F e G.
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Os esteróides endógenos são hormônios derivados do colesterol que 

atuam em vários processos no organismo, incluindo a regulação neuro-imuno- 

endócrina. Entre as principais classes de hormônios esteróides estão os 

androgênios, os estrogênios, os progestagênios, os glicocorticóides e os 

mineralcorticóides. Os glicocorticóides e mineralcorticóides são secretados pelo 

córtex supra-renal, enquanto os progestagênios, são secretados pelos ovários e 

placenta. Os receptores para estes esteróides possuem uma estrutura similar, com a 

região amino-terminal específica, uma região de ligação ao DNA conservada e uma 

região carboxi-terminal de ligação ao hormônio^'^.

Os glicocorticóides afetam o metabolismo dos carboidratos e proteínas, 

sendo a hidrocortisona e a corticosterona seus principais representantes. Além das 

atividades metabólicas, estes esteróides exercem também ação antiinflamatória e 

imunosupressora, sendo frequentemente utilizados no tratamento de doenças 

autoimune, alergias, na prevenção de rejeição de transplantes, doenças reumáticas, 

neoplasias e doenças degenerativas do sistema nervoso central. Como as funções 

metabólicas e terapêuticas são inerentes ao glicocorticóide, não é possível “explorar ” 

uma das atividades sem que a outra se manifeste. Assim, quando esteróides são 

utilizados como antiinflamatórios e/ou imunossupressores, as atividades metabólicas 

tornam-se efeitos colaterais indesejáveis. A deficiência na produção dos esteróides 

endógenos ocasiona a doença de Addison, que tem como sintomas a fraqueza 

muscular, pressão arterial baixa, depressão, anorexia, perda de peso e hipoglicemia. 

Entre os fatores que ocasionam a redução da produção destes corticosteróides está 

a administração terapêutica prolongada de glicocorticóides. O corpo adapta-se ao

1 . 4 - 0  P A P E L  D O S  E S T E R Ó I D E S  N A  I M U N O M O D U L A Ç Ã O



tratamento reduzindo a secreção endógena de hormônios esteróides, e, quando a 

administração é interrompida, os níveis hormonais internos não conseguem se 

estabilizar, originando a deficiência^^.

A ação antiinflamatória dos glicocorticóides inclui a redução da atividade 

de macrófagos e neutrófilos, a diminuição da migração leucocitária e da ação e 

proliferação de células T e a  modulação da secreção de citocinas e outros 

mediadores pró-inflamatórios^®. Os glicocorticóides inibem a produção de TNF-a por 

macrófagos, sendo capazes de suprimir a secreção desta citocina in vivo e in vitro, a 

nivel transcricional e pós-transcriciona!^®' O TNF-a é expresso inicialmente

como uma proteína de membrana que, após ser clivada proteoliticamente, é liberada 

pela célula^^. Os glicocorticóides influenciam a atividade de proteases em 

macrófagos, sendo esta uma hipótese da via de regulação pós-transcricional da 

secreção de TNF-a por estas substâncias^®’ Os glicocorticóides agem também na 

inibição da secreção de óxido nítrico (NO) por macrófagos estimulados^^. Estes 

esteróides são, portanto, de grande valia no tratamento de inflamações indesejáveis, 

mas, em paralelo, podem suprimir as respostas protetoras necessárias ao controle 

de infecções e ao processo de reparo^

A ação dos glicocorticóides é iniciada com a penetração destes esteróides 

na célula, seguida da interação com os seus receptores no citoplasma celular (Fig. 

3). A interação hormônio-receptor causa uma mudança conformacional que expõe o 

domínio de ligação ao DNA, tornando o receptor ativado. Os dímeros formados pelo 

complexo hormônio-receptor migram para o núcleo e ligam-se aos elementos de 

resposta a glicocorticóides, regulando a ativação e transcrição gênica

2 0



Figura 3 -  Desenho esquemático da superfamília de receptores 

intracelulares. No estado inativo o receptor está ligado a um complexo 

inibidor. A ligação do esteróide ao receptor provoca a dissociação do 

complexo inibitório, ativando o receptor e expondo o sítio de ligação ao 

DNA. Modelo baseado no receptor de cortisol, que tem estrutura similar a 

todos os outros receptores desta superfamília.

F O N T E :  f i g u r a  1 5 - 1 2 ,  p á g i n a  7 2 9 ,  A l b e r t s  e t  a l .  1 9 9 4 2 2 .
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A dexametasona, um esteróide sintético amplamente utilizado como 

antiinflamatório, diminui a morte por choque séptico em camundongos com peritonite 

séptica^'*. Já foi demonstrado que este esteróide age através da interação com o 

receptor de glicocorticóides^^. RU486 é um potente antiglicocorticóide que tem alta 

afinidade de ligação com o receptor de esteróides^®. A administração de RU486 

aumenta o percentual de morte entre animais com peritonite séptica '̂^. A ligação com 

este receptor impede a sua translocação para o núcleo, impossibilitando o início da 

transcrição dos genes responsáveis pela ação antiinflamatória dos glicocorticóides^®. 

A lipocortina é um dos produtos gênicos que tem a sua transcrição induzida pelos 

glicocorticóides, sendo a sua secreção inibida pela presença do RU486^^ O 

RU486 age inibindo o receptor tipo II de glicocorticóides. A administração oral de 

RU486 durante o estresse fisiológico febril induzido por LPS faz aumentar a 

temperatura e os níveis de IL-6^^.

1 . 5 - 0  CHOQUE ENDOTÓXICO

O choque séptico é causado por infecção por bactérias. A liberação do 

LPS (endotoxina constituinte da parede celular bacteriana) no sangue resulta em 

forte resposta do organismo á disseminação destes microorganismos pelo corpo, 

desencadeando o colapso circulatório que caracteriza o estado de choque^°. A 

endotoxina age através de ligação a “toll-like receptors” presentes, principalmente, 

em leucócitos e células endoteliais, desencadeando a síntese e liberação de uma 

série de mediadores, muitos deles secretados por macrófagos^V A ativação de 

macrófagos por LPS acarreta a secreção de IL-1 e TNF-a, que por sua vez



promovem ativação endotelial, adesão e agregação leucocitária, coagulação 

intravascular disseminada e trombose capilar, além de estimular a secreção de 

outros mediadores como IL-6, NO e prostaglandinas, que geram outros efeitos pró- 

inflamatórios, como o edema pulmonar agudo^^’ Quando um inibidor de NOS II 

(NO sintetase induzida) é administrado num animal com septicemia, consegue-se 

observar a reversão da injúria pulmonar aguda '̂^.

O choque sépticoé resultado da redução do volume sanguíneo, 

ocasionada por alteração do débito cardíaco e vasodilatação. O déficit perfusional 

facilita o acúmulo de metabólitos e diminui a oxigenação e nutrição celular e tecidual. 

A persistência do estado de choque resulta em lesões celulares irreversíveis, fato 

que altera as funções teciduais, podendo ocasionar a morte^^'

A administração experimental de LPS simula os efeitos da infecção por 

bactérias, levando à ativação dos macrófagos e a liberação excessiva de NO, TNF- 

a, IL-1, IL-6 e IL-12. A produção excessiva destes mediadores é a causa de muitos 

sinais da inflamação, podendo ocasionar febre, falência múltipla de órgãos, 

coagulação intravascular disseminada e até a morte por choque endotóxico^°.

TNF-a, IL-6 e IL-12 estão entre as principais citocinas mediadoras da 

inflamação secretadas por macrófagos ativados. Podem atuar sobre a própria célula 

secretora ou sobre células próximas, ou atingir a circulação, agindo de forma 

sistêmica. As citocinas pró-inflamatórias (nas quais estão incluídas TNF-a, IL-6 e IL- 

12) levam ao surgimento de uma série de sintomas que caracterizam as respostas 

sistêmicas de fase aguda, como febre, sono, perda de apetite, migração de 

neutrófilos, e liberação de hormônio adrenocorticotrófico e corticosteróides, 

ocasionando os efeitos hemodinâmicos do choque séptico (hipóxia, redução da 

resistência vascular e taquicardia)^^’



o  TNF-a, produzido principalmente por macrófagos ativados, é o principal 

mediador da resposta do hospedeiro a bactérias gram-negativas e ao LPS, 

contribuindo para a patogénese característica do processo inflamatorio. Em baixas 

concentrações, atua como regulador parácrino e autócrino de leucocitos e células 

endoteliais, estimula as funções secretoras de fagócitos mononucleares, induz a 

atividade microbicida dos leucócitos inflamatorios, aumenta a expressão de MHC 

classe I, exercendo efeito protetor contra vírus (aumenta a lise de células 

infectadas), recruta e agrega neutrófilos, contribuindo para o acúmulo de leucócitos 

nos sítios inflamatórios e atua como ativador policlonal de linfócitos B. No entanto, 

quando as concentrações desta citocina são aumentadas, o TNF-a amplifica a 

resposta dos neutrófilos a si próprio e a outros mediadores inflamatórios e ocasiona 

a liberação de enzimas proteolíticas por células mesenquimatosas, o que resulta em 

lesão tecidual. Concentrações alteradas de TNF-a podem levar ainda a linfopenia e 

imunodeficiência (através da supressão da divisão de células indiferenciadas da 

medula óssea), colapso circulatório (relaxa o tônus da musculatura lisa vascular e 

promove a liberação de vasodilatadores), queda da glicemia e coagulação 

intravascular disseminada, induzindo o choque^®’

A interleucina 6 não é secretada diretamente em resposta ao LPS, mas 

sim através da estimulação da secreção de TNF-a e IL-1, duas citocinas capazes de 

estimular a secreção de IL-6. Esta citocina, que tem atividade pirogénica, atua como 

fator de crescimento na diferenciação dos linfócitos B, pode servir como 

coestimulador de linfócitos T e timócitos e, induz a síntese de diversas proteínas 

plasmáticas pelos hepatócitos (como o fibrinogénio), contribuindo para a resposta de 

fase aguda^^'
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A interleucina 12 é uma citocina heterodimérica formada por duas cadeias 

polipeptídicas, a p35 e p40, ligadas covalentemente^®. Age na diferenciação e 

ativação de linfócitos T, é potente ativadora de células NK, estimula a produção de 

IFN-y, aumenta a atividade citolítica e atua como fator de crescimento para estas 

células^® A regulação sinérgica da produção de IL-12 por LPS e IFN-y é

importante durante as infecções bacterianas, pois o LPS inicialmente induz uma 

secreção restrita desta citocina. No entanto, a própria IL-12 estimula os linfócitos T e 

as células NK a produzir IFN-y que, juntamente com o LPS estimula então a 

secreção de IL-12 de forma exacerbada, caracterizando o processo inflamatório^®

42

O óxido nítrico é um radical livre gasoso altamente reativo, produzido 

principalmente por células endoteliais e macrófagos em resposta à estimulação por 

citocinas"^^. O NO é formado a partir de L-arginina, oxigênio molecular e NADPH, 

pela ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS). A enzima NOS pode é expressa no 

organismo sob a forma constitutiva ou induzida (NOS II). As NOS constitutivas estão 

normalmente expressas no sistema nervoso (NOS I) e no tecido endotelial (NOS III), 

estando envolvidas em vários processos fisiológicos, incluindo neurotransmissão e 

vasodilatação'^^. A expressão da NOS II é ativada por estímulos como LPS ou 

agentes proinflamatórios (TNF-a, IL-1, IFN-y, PAF), principalmente pela ativação 

simultânea por LPS e IFN-y, através da ativação da transcrição gênica regulada 

pelos fatores nucleares, como o NF-KE'^  ̂ '^^e IRF-1'^ .̂

O NO é uma molécula de sinalização fundamental para manter a 

homeostase, mas também um potente agente citotóxico envolvido em muitas 

patologias. Em condições normais, a concentração de NO é baixa e o gás age como 

fator antioxidante através de interações com metais e outros radicais livres"̂ ^



participa da atividade neuronal como segundo mensageiro, atua na regulação da 

pressão sanguínea e na inibição da coagulação intravascular (prevenindo a 

agregação plaquetária) e é essencial na eliminação de micróbios e células 

tumorais"^®. Em circunstâncias adversas, a elevação dos níveis de NO causa 

toxicidade e contribui para a patofisiologia da inflamação, colapso circulatório e 

isquemia tecidual'*^. A adição de NO in vitro ocasiona efeitos tóxicos, tais como 

danos nucleares, inibição da respiração mitocondrial e alterações nas proteínas e 

fosfolipídios da membrana celular. Na septicemia, níveis sanguíneos elevados de 

nitrito e nitrato, os produtos estáveis do NO, sugerem que o NO está envolvido nas 

alterações cardiovasculares (vasodilatação periférica maciça e hiporeatividade a 

vasoconstritores) que caracterizam o choque séptico^^' 45,49

Durante o choque endotóxico, ocorre ã expressão maciça de NOS II em 

muitos órgãos e tecidos, o que resulta na formação descontrolada de NO que por 

sua vez contribui para a hipotensão, hiporeatividade vascular a vasoconstritores, 

injúria, coagulação intravascular disseminada e falência múltipla de órgãos. A 

inibição da expressão de NOS II através da ação de dexametasona ou de inibidores 

de NOS II causa efeitos benéficos nos modelos animais de choque, sendo possível 

observar a reversão de alguns dos sintomas observados
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2 O B J E T I V O S

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a atividade imunomoduladora das fisalinas B, D, G e F, extraídas de Physalls 

angulata, em macrófagos ativados e no choque endotóxico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 -  Avaliar a atividade das fisalinas na modulação da produção de citocinas (TNF-w,

IL-6 e IL-12) por macrófagos ativados com LPS ou LPS e IFN-y.

2 -  Avaliar a atividade das fisalinas na produção de óxido nítrico por macrófagos

ativados com LPS e IFN-y.

3 -  Avaliar a atividade das fisalinas in vivo através de ensaio de letalidade induzida

pela administração de LPS.

4 -  Comparar o mecanismo de ação das fisalinas com o do esteróide sintético

dexametasona.
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3  J U S T IF IC A T IV A

A Organização Mundial da Saúde estima que cerca de 80% da população 

mundial utiliza, de algum modo, plantas medicinais como medicamentos. A grande 

maioria destas plantas ainda não teve a atividade biológica comprovada, fato que 

limita o número de princípios ativos devidamente caracterizados e, 

consequentemente, o uso de fitoterápicos no tratamento de doenças^.

Análises farmacológicas têm demonstrado que plantas medicinais contêm 

substâncias imunomoduladoras capazes de atuar na regulação do sistema 

imunológico ou agir na regressão de tumores^ Physalis angulata tem sido 

amplamente utilizada na medicina popular, sendo a esta ^rva atribuída ações 

antiinflamatória, antiséptica, analgésica, entre outras. No entanto, poucos estudos 

comprovaram as suas ações farmacológicas.

Esteróides são substâncias usualmente utilizadas pela medicina por 

apresentar ação antiinflamatória e imunosupressora, tendo a capacidade de inibir 

manifestações características da inflamação, bem como controlar o quadro de 

doenças autoimune. As fisalinas são esteróides constituintes das plantas 

pertencentes ao gênero Physalis. A investigação da atividade das fisalinas B, D, F e 

G através de ensaios in vitro e in vivo permitiu caracterizar o seu potencial de ação 

sobre macrófagos e no choque endotóxico, resultando em novas substâncias 

moduladoras do sistema imune com atividade biológica comprovada.
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4  M A T E R IA L  e  M E T O D O S

4.1 ANIMAIS

Para os estudos in vitro (obtenção de macrófagos peritoneais) e in vivo 

(choque endotóxico), 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 Gonçalo Moniz -  FIOCRUZ/BA e 

mantidos no mesmo até o sacrifício.

4.2 OBTENÇÃO DAS FISALINAS

O processo de purificação das fisalinas (esferoides constituintes de Physalis 

angulata) foi realizado no Laboratório de Produtos Naturais -  FarManguinhos, 

FIOCRUZ/RJ, sob a coordenação da Dra Therezinha Tomassini. Cerca de 15 g do 

extrato etanólico do caule P. angulata L., oriundos de Belém do Pará, foram 

dissolvidos em 300 ml de metanol. Adicionou-se, em seguida, solução de acetato de 

chumbo (200 ml de água destilada, quente, com 25 g de acetato de chumbo). 

Agitou-se esta mistura por duas horas, e, em seguida, foram adicionados 20 g de 

carvão ativo, sob agitação constante. A mistura obtida foi filtrada, colocada em funil 

de separação e extraída com 200 ml de clorofórmio, por três vezes, resultando em 

770 mg na fase clorofórmica (IMR III-44-1). Esta fração foi submetida á 

cromatografía por MPLC (cromatografía líquida por pressão média) utilizando, para
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eluição, o sistema gradiente hexano/acetato de etila (70:30), até a 100% deste 

último solvente. As frações foram coletadas através de tubos, após a evaporação do 

solvente, foram secas e submetidas a TLC (cromatografía de camada fina), bem 

como aos métodos espectroscópicos. 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 diluídas em DMSO, sendo estocadas na 

concentração de 10 mg/ml.

4.3 OBTENÇÃO DE MACROFAGOS

Para obtenção de macrófagos do exudato peritoneal, camundongos foram 

inoculados por via intraperitoneal com 2 ml de tioglicolato a 3% em água. Após 

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 centrífuga 

refrigerada. O pellet contendo os macrófagos foi resuspendido em 1 ml de DMEM a 

10% SBF para determinação da concentração de células através de contagem em 

câmara de Neubauer.

4.4 CULTURA DE MACRÓFAGOS

As células obtidas do exudato peritoneal foram cultivadas em atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2, a 37°C, em placas de fundo chato de 24 poços (5x1



cel/poço) e 96 poços (2x10^ cel/poço), em volumes finais de 2 e 0,2 ml de DMEM 

suplementado com 10% SBF, respectivamente. Após duas horas de cultura, as 

células não aderentes foram removidas por lavagem com DMEM 10% SBF. As 

células aderentes foram então estimuladas com 500 ng/ml de LPS (E. coli sorotipo 

0111:84, Sigma) e/ou 5 ng/ml de IFN-y (recombinante murino, Genzyme, atividade 

especifica 5x10® U/mg) e tratadas com diferentes concentrações das fisalinas (2, 

0,2 e 0,02 i-ig/ml). A concentração de 2 )ug/ml corresponde a uma solução de 3,9 uM 

da fisalina B, 3,7 |.iM da fisalina D e 3,8 |.iM das fisalina F e G. Para fins 

comparativos, foi feito paralelamente o tratamento com 1 i^M de dexametasona (0,4 

ng/ml). Para investigar o mecanismo de ação, utilizou-se o antagonista do receptor 

da dexametasona -  RU486 (10'^ M)^\ As células foram mantidas em cultura por 4, 

24 ou 48 horas, quando então os sobrenadantes foram coletados para a dosagem 

de citocinas e óxido nítrico.

4.5 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

A produção de óxido nítrico foi determinada pelo método de Griess^^ 

(sulfanilamida a 1% / dihidrocloreto de naftileno diamina a 0,1% / H3PO4 a 2,5%) 

através da medida do conteúdo de nitrito no sobrenadante das culturas de 

macrófagos das placas de 96 poços coletadas após 24 e 48 horas de estimulação e 

tratamento.

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

microplate reader -  MOLECULAR DEVICES), com filtro de 570 nm. As análises 

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



do branco (meio de cultura + reagente de Griess 1:1). Os resultados foram 

expressos em ¡.iM de NO2', tendo por base uma curva padrão de nitrito de sódio -  

NaN02 diluído em meio de cultura com concentração inicial de 400 |.iM.

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

As dosagens de TNF-a, IL-6 e IL-12 (p40) foram feitas através da técnica de 

ELISA sanduíche, descrita abaixo, no sobrenadante das culturas de macrófagos das 

placas de 24 poços (TNF-a e IL-6) e 96 poços (IL-12), coletadas após 4 e 24 horas 

de cultura, respectivamente^^’ Os anticorpos de captura e detecção 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/poço de anticorpo de captura na 

concentração de 1 |.ig/ml. As placas foram lavadas três vezes com PBS/0,5% Tween 

e bloqueadas com PBS/5% SBF (100 |.il/poço) durante 1-2 horas. Após o bloqueio, 

as amostras, o branco e a curva padrão, foram plaqueadas em triplicata (50 |.il/poço). 

Após incubação por 16 horas a 4°C, foram feitas três lavagens com PBS/0,5% 

Tween e então foi adicionado (50 ¡.il/poço) o anticorpo de detecção (biotinilado) na 

concentração de 1 pg/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 revelação foi feita utilizando o substrato TMB + H2O2, e interrompida com ácido 

ortofosfórico diluído (4,4 %).

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

microplate reader -  MOLECULAR DEVICES), com filtro de 450 rim. As análises



foram feitas no Software Softmax 3.0. Para as curvas padrão foram utilizadas 

citocinas recombinantes, tendo sido iniciadas com as concentrações de 100 ng/mi 

(TNF-a) e 10 ng/ml (IL-6 e IL-12), seguindo-se 9 diluições 1:2 em triplicata, A 

densidade óptica do branco foi subtraída de todas as amostras e da curva padrão. 

Os resultados foram expressos em ng/ml de cada uma das citocinas.

Para a dosagem de TNF-a in vivo, camundongos BALB/c foram estimulados 

com 400 pg de LPS/animal, e tratados ou não com uma dose de 500 pg/animal de 

fisalina B. Noventa minutos após o estímulo e/ou tratamento, os animais forarn 

sangrados (veia axilar), o soro isolado e plaqueado 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 avaliação de eventuais efeitos citòxicos das drogas foi feita pelo método do 

MTT. O MTT é um sal tetrazóiico metabolizado por enzimas mitocondriais de células 

viáveis, gerando um produto de coloração azul escuro. Após a remoção do 

sobrenadante para determinar as concentrações de NO e IL-12 (48 horas de 

estímulo e/ou tratamento com diferentes concentrações das fisalinas) adicionou-se 

às culturas 100 |.il de DMEM e 10 |il de MTT (5 mg/ml) por poço. A placa foi então 

incubada a 37°C, e, após uma hora, foi determinada a densidade óptica a 570 nm, 

em leitor de ELISA. Para a avaliação da viabilidade celular, foram comparadas as 

densidades ópticas dos poços tratados com diferentes concentrações das drogas



com as densidades ópticas dos poços controle (sem estímulo e tratamento ou 

apenas estimulados por LPS e IFN-y)^ .̂

4.8 CHOQUE ENDOTOXICO

Para analisar a ação das fisalinas no choque endotóxico, grupos de 

camundongos foram inoculados com diferentes doses de LPS (400, 600 e 800 

ng/animal) por via intraperitoneal, a fim de obter a dose que causaria a morte de 

100% dos animais (DL 100). Tendo padronizado a concentração de 600 

|.ig/camundongo como DL 100, novos experimentos foram feitos, onde grupos de 

animais estimulados pela dose de 600 pg/camundongo foram tratados ou não 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 diaŝ ®.

4.9 ANALISE ESTATÍSTICA

As análises estatísticas foram feitas por teste t de Student, para a análise 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 diferenças só foram 

consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DAS FISALINAS

Para avaliar quais concentrações 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 não pela morte das células cultivadas 

(efeito citotóxico), foram feitos ensaios de viabilidade celular pelo método do MTT. A 

Figura 4 mostra que as fisalinas B, 0, G e F não são citotóxicas em concentrações 

abaixo de 2,5 j^g/ml, ou seja, todos os efeitos observados in vitro na produção de NO 

e citocinas, quando utilizadas concentrações iguais ou menores que 2,5 |Lig/ml, 

podem ser atribuidos ao potencial inibidor das drogas, e não a uma eventual morte 

celular por toxicidade.



Figura 4 - Viabilidade de macrófagos tratados com diferentes 

concentrações de fisalinas. Macrófagos do exudato peritoneal foram 

cultivados na presença de várias concentrações das fisalinas B, D, F e G. 

Após 48 horas de cultura, as placas foram pulsadas com MTT. A viabilidade 

celular foi avallada duas horas depois por medida da densidade óptica a 

570 nm.
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5 . 2  E F E I T O  D A S  F I S A L I N A S  N A  P R O D U Ç Ã O  D E  N O  P O R  M A C R O F A G O S

A T I V A D O S .

Os efeitos das fisalinas na produção de NO foram avaliados em macrófagos 

estimulados por LPS e IFN-y e tratados com diferentes concentrações das fisalinas. 

A Figura 5 mostra que as fisalinas B, F e G demonstraram uma ação inibitória, dose- 

dependente, sob a produção de NO. Já a fisalina D não apresentou nenhum efeito 

inibitório, mesmo na dose mais alta utilizada (2 |ig/ml).

Os experimentos subsequentes foram realizados para a melhor 

caracterização das atividades das fisalinas B, F e G, sendo a fisalina B estudada 

com maior ênfase devido a maior disponibilidade desta substância.

O efeito da fisalina B na produção de NO foi avaliado em macrófagos 

estimulados por LPS e IFN-y e tratados com diferentes concentrações da droga. A 

Figura 6 mostra que a fisalina B age, de forma dose-dependente, inibindo a 

produção de NO. Na concentração de 2 }ag/ml, a fisalina B inibiu entre 90-100% a 

produção de NO (p = 0,0077). A inibição na produção de NO também foi 

estatisticamente significante na concentração de 0,2 (ig/ml (p = 0,0077), embora 

nesta concentração a redução na produção de NO tenha sido em torno de 30 %. Os 

controles negativos (não estimulados), assim como culturas não estimuladas por 

LPS e tratadas com a droga, não produziram NO.
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Figura 5 - Produção de NO in vitro por macrófagos ativados por LPS e 

IFN-y e tratados com diferentes fisalinas. Macrófagos do exudato 

peritoneal foram estimulados com LPS (500 ng/ml) e IFN-y (5 ng/ml) na 

presença de várias concentrações das fisalinas B (♦ ) ,  D (■), F (A ) ou G 

( • ) . Sobrenadantes das culturas foram coletados 24 horas após a 

estimulação para a avaliação da produção de nitrito pelo método de Griess. 

Os dados correspondem a um experimento representativo de quatro 

realizados.
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Figura 6 - Produção in vitro de NO por macrófagos ativados por LPS e 

IFN-y e tratados com fisalina B. Macrófagos do exudato peritoneal foram 

estimulados com LPS (500 ng/ml) e IFN-y (5 ng/ml) na presença de várias 

concentrações de fisalina B (2, 0,2 e 0,02 ¡ag/ml). Sobrenadantes das 

culturas foram coletados 24 horas após a estimulação para a avaliação da 

produção de nitrito pelo método de Griess. Os valores correspondem à 

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



O efeito da fisalina B na produção de TNF-a, IL-6 e IL-12 (p40) foi avaliado 

em macrófagos estimulados por LPS (TNF-a e IL-6) ou LPS e IFN-y (IL-12) e 

tratados com diferentes concentrações da fisalina B. A Figura 7 mostra que a fisalina 

B age, inibindo a produção de TNF-a, IL-6 e IL-12, de forma dose-dependente. A 

inibição da secreção de TNF-a foi em média de 30% na concentração de 2 i-ig/ml (p 

=0,0022). A inibição na secreção de IL-6 e IL-12 foi maior, chegando á cerca de 60% 

para IL-6 (p = 0,0077) e cerca de 85% (p = 0,00029) para IL-12 na concentração de

2 |.ig/ml. Os controles negativos (não estimulados), assim como culturas não 

estimuladas e tratadas com a droga, não produziram níveis detectáveis das citocinas 

mencionadas.

5 . 3  E F E I T O  D A  F I S A L I N A  B  N A  P R O D U Ç Ã O  D E  C I T O C I N A S  P O R

M A C R Ó F A G O S  A T I V A D O S .
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Figura 7 - Produção in vitro de TNF-a, IL-6 e iL-12 por macrófagos 

ativados por LPS ou LPS e ÍFN^ e tratados com fisalina B. Macrófagos 

do exúdate peritoneal foram estimulados com LPS (TNF-a e IL-6) ou LPS e 

IFN-y (IL-12) na presença de várias concentrações de fisalina B (2, 0,2 e

0,02 |j.g/ml). Sobrenadantes das culturas foram coletados 4 (TNF-a e IL-6) 

ou 24 (IL-12) horas após a estimulação para avaliação da produção de 

citocinas por ELISA. Os dados correspondem à média e desvio padrão de 3 

a 5 experimentos. * p<0,05.
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5.4 COMPARAÇÃO DO EFEITO DA FISALINA B COM A AÇÃO DA 

DEXAMETASONA NA PRODUÇÃO DE NO

A dexametasona é um esteróide sintético amplamente utilizado por seus 

efeitos antiinflamatórios. O efeito inibitório da fisalina B na produção de NO foi 

comparado ao da dexametasona. Macrófagos estimulados com LPS e IFN-y foram 

tratados com fisalina B ou dexametasona (Fig. 8). Embora a produção de NO seja 

inibida pela adição de dexametasona de forma estatisticamente significante (p =

0,0431), o efeito deste esteróide é discreto quando comparado ao efeito da fisalina B 

(2 |ag/ml), que inibe 90-100% da produção de NO (p = 0,0431). A dexametasona não 

foi capaz de levar a uma inibição maior que 10-15%, mesmo quando utilizadas 

concentrações até 25 vezes mais alta que a demonstrada na Figura 8 (dados não 

mostrados).
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Figura 8 - Produção de NO in vitro por macrófagos ativados por LPS e 

IFN-y e tratados com fisalina B ou dexametasona. Macrófagos do 

exudato peritoneal foram estimulados com LPS e IFN-y na presença de 2 

|.ig/ml de fisalina B (fis B) ou 1 iiM de dexametasona (dex). Sobrenadantes 

das culturas foram coletados 24 horas após a estimulação para avaliação 

da produção de nitrito pelo método de Griess. Os dados correspondem à 

média e desvio padrão de cinco experimentos. * p<0,05.



Para investigar se a fisalina B age através da ativação do receptor de 

glicocorticóides, o inibidor RU486 foi adicionado às culturas de nnacrófagos. A Figura 

9 mostra a produção de IL-12 in vitro por macrófagos peritoneais estimulados com 

LPS e IFN-y e tratados com fisalina B ou dexametasona, na presença ou ausência 

de RU486. Pode-se verificar que, na presença de RU486, o efeito inibidor da 

dexametasona na produção de IL-12 é revertido (p = 0,0022). Já o efeito da fisalina 

B na produção de ÍL-12 não é inibido por RU486. A produção de IL-12 na presença 

de fisalina B e RU486 foi até significativamente menor do que a produção de IL-12 

na presença isolada da fisalina B (p = 0,0499). De fato o tratamento das culturas 

apenas com RU486 promoveu um decréscimo na produção de IL-12 em relação ao 

grupo sem tratamento (p = 0,0076). Do mesmo modo, a inibição da produção de NO 

pela fisalina B não é bloqueada pela adição de RU486 (Fig. 10).

5 . 5  I N V E S T I G A Ç Ã O  D A  V I A  D E  A Ç Ã O  D A  F I S A L I N A  B
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Figura 9 - Efeito da fisalina B e/ou RU486 na produção in vitro de IL-12 

por macrófagos ativados por LPS e IFN-y. Macrófagos do exudato 

peritoneal foram estimulados com LPS e IFN-y na presença de RU486 (10'^ 

M) e/ou fisalina B (2 ng/ml) ou dexametasona (1 |aM). Sobrenadantes das 

culturas foram coletados 24 horas após a estimulação, para a avaliação da 

produção de IL-12. Os dados correspondem à média e desvio padrão de 

quatro experimentos realizados.
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Figura 10 - Efeito da fisalina B e/ou RU486 na produção in vitro de NO 

por macrófagos ativados por LPS e IFN-y. Macrófagos do exudato 

peritoneal foram estimulados com LPS e IFN-y na presença de RU486 (10'^ 

M) e tratados ou não com fisalina B (2 |ig/ml). Sobrenadantes das culturas 

foram coletados 24 horas após a estimulação, para a avaliação da produção 

de NO. Os dados correspondem à média e desvio padrão de cinco 

experimentos realizados.
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5.6.1 Efeito da fisalina B na produção de TNF-a em camundongos desafiados 

com LPS.

O IN F  -a produzido por macrófagos estimulados por LPS é um importante 

mediador no choque séptico ou endotóxico. Para avaliar o efeito da fisalina B na 

produção de TNF-a in vivo, camundongos BALB/c foram inoculados com LPS por 

via intraperitoneal e tratados ou não com a droga. A Figura 11 representa os níveis 

de TNF-a sérico 90 minutos após a inoculação do LPS. Pode-se observar que a 

fisalina B, na dose de 500 |,ig/camundongo, tem a capacidade de inibir em torno de 

70% a produção de TNF-a in vivo. A diferença entre os animais tratados com a 

fisalina B e os não tratados é estatisticamente significante (p=0,023).

5 . 6  E F E I T O  D O  T R A T A M E N T O  C O M  F I S A L I N A S  N O  C H O Q U E  E N D O T O X I C O
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Figura 11 - Produção 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 |.Lg 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 após a inoculação com LPS para avaliação da 

produção de TNF-a. Os dados representam a média da dosagem do soro 

de 5 camundongos/grupo.
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Para analisar a ação das fisalinas no choque endotóxico, primeiramente 

determinou-se a dose de LPS que leva à morte de 100% dos animais (DL 100). Para 

isto, três grupos de animais foram injetados por via intra peritoneal com diferentes 

doses de LPS. A Figura 12 mostra o percentual de sobrevivência dos grupos de 

animais, permitindo concluir que a injeção de 600 )̂ g de LPS por animal causa a 

morte de 100% dos animais.

5 . 6 . 2  D e t e r m i n a ç ã o  d a  d o s e  l e t a l  d e  L P S  e m  c a m u n d o n g o s



T e m p o  ( h )

Figura 12 - Curva de letalidade de camundongos BALB/c induzida por 

LPS. Camundongos BALB/c foram injetados por via i.p. com 400 (■), 600 

(A ) ou 800 ( ♦ )  |.ig de LPS. A letalidade foi acompanhada durante 5 dias. 

Foram testados de 8 a 23 animais por grupo.
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Para avaliar a ação das drogas, grupos de animais foram simultaneamente 

injetados com dose letal de LPS (600 |jg/animal) e uma das fisalinas, em diferentes 

doses. A Figura 13 mostra o percentual de sobrevivência dos animais. Pode-se 

observar que, na dose de 0,5 mg/animal, as fisalinas B e F já demonstram um efeito 

protetor, diminuindo o número de óbitos. Já 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 eriçado e diarréia. No entanto, estes sinais foram mais intensos e 

duradouros no grupo controle do que nos grupos tratados com as fisalinas.

5 . 6 . 3  E f e i t o  d a s  f i s a l i n a s  B ,  G  e  F  n o  c h o q u e  e n d o t ó x i c o .
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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 ),ig 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 (■). A letalidade foi acompanhada durante cinco dias.



6  D I S C U S S Ã O
....... ......— ^ —-------------------------------------------------------------------- —---^

Physalis angulata é um vegetal amplamente utilizado na medicina popular. 

No entanto, até os dias atuais, poucos trabalhos com valor científico descreveram as 

atividades biológicas de substâncias purificadas ou do extrato bruto de P. angulata. 

Dentre os esferoides testados neste trabalho, as fisalinas B, D e F já tiveram, de 

alguma forma, sua atividade avaliada anteriormente. As fisalinas B e F 

demonstraram atividade inibitória do crescimento de algumas linhagens de células 

tumorais, enquanto a fisalina D, submetida aos mesmos testes, não demonstrou 

nenhuma ação"*’

Neste trabalho, avaliamos as atividades das fisalinas B, D, F e G na 

modulação do sistema imunológico, enfocando a ação em macrófagos e no choque 

endotóxico. Observamos que as fisalinas B, F e G tiveram ação ampla na inibição da 

ativação macrofágica em concentrações não tóxicas. Já a fisalina D não apresentou 

nenhum efeito modulador nos testes aos quais foi submetida.

As fisalinas ativas (B, F e G) demonstraram alto potencial inibidor da síntese 

de óxido nítrico por macrófagos ativados, mesmo quando o tratamento com a droga 

ocorreu até 6 horas após o estímulo dos macrófagos com LPS e IFN-y (dados não 

mostrados). Já foi demonstrado que a dexametasona inibe completamente a 

secreção de NO em culturas de macrófagos estimulados com LPS, mas que só inibe 

parcialmente esta secreção quando os macrófagos são estimulados com LPS e IFN- 

Y simultaneamente^^. Neste estudo demonstramos que as fisalinas B, F e G têm um 

poder inibitório mais elevado que a dexametasona na síntese de óxido nítrico por



macrófagos ativados com LPS e IFN-y, causando uma inibição entre 90-100 %, 

enquanto que a dexametasona inibiu apenas entre 10-15%.

A ação das fisalinas na produção de citocinas também foi inibitória, sendo a 

fisalina B capaz de inibir a secreção de TNF-a em 40 %, de IL-6 em 56 % e de IL-12 

em 84 %. A ação da dexametasona (1 |jM) na inibição da produção destas citocinas 

foi significativa, apresentando em média os mesmos percentuais de inibição 

observados para as fisalinas na concentração de 2 îg/ml (dados não mostrados).

Os resultados positivos encontrados nos ensaios in vitro indicaram um 

potencial efeito in vivo. Avaliou-se, então, a ação das fisalinas B, F e G no choque 

endotóxico. A dosagem do TNF-a sérico demonstrou que a fisalina B tem forte ação 

inibitória na secreção desta citocina em animais inoculados com uma dose alta de 

LPS e simultaneamente tratados com a droga. A forte ação imunosupressora das 

fisalinas foi demonstrada ainda no choque endotóxico, visto que as três 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 inibição da secreção de TNF-a^®, bem como do NO'* ,̂ causam a reversão 

do estado de choque endotóxico. A IL-12 tem grande participação na ativação de 

linfócitos, que por sua vez secretam grandes quantidades de IFN-y, levando à 

reativação dos macrófagos. Portanto, o controle da secreção da IL-12 também ajuda 

a controlar a inflamação e o choque endotóxico"^®' Pelos resultados observados 

neste trabalho, é provável que as fisalinas atuem in vivo bloqueando a secreção de 

outros mediadores além do TNF-a (demonstrado neste trabalho) durante o desafio 

letal com LPS, levando a uma melhora no quadro geral e à prevenção da morte dos 

animais.

54



Após a comprovação do efeito modulador das fisalinas em macrófagos, 

tentou-se então esclarecer a via através da qual as drogas estariam agindo. Por 

serem esteróides, classe química a qual pertencem os glicocorticóides, foi cogitada a 

possibilidade de ação via ligação ao receptor de hormônios glicocorticóides, o 

mesmo receptor que possibilita a ação da dexametasona^^. Para tanto, utilizou-se 

um inibidor deste receptor (RU486) que, ao se ligar ao receptor, impede a ação dos 

glicocorticóides^® e leva ao bloqueio da inibição da secreção de citocinas e NO. Na 

presença do RU486 foi observada a reversão do efeito da dexametasona na 

produção de IL-12. No entanto, a fisalina B continuou inibindo a secreção das 

citocinas e NO mesmo na presença do RU486. Para excluir a possibilidade da 

reversão não estar sendo observada devido a um estímulo extremamente alto de 

LPS, foram feitos ensaios utilizando as concentrações de 5 e 50 ng/ml de LPS como 

estímulo e ainda assim não foi possível observar a reversão da ação das fisalinas na 

presença de diferentes concentrações do RU486 (dados não mostrados).

Neste trabalho demonstramos que, embora os esteróides ativos (B, F e G) 

tenham atividades semelhantes a dexametasona, as diferenças observadas na 

inibição da secreção de NO por macrófagos estimulados com LPS e IFN-y e na 

reversão do efeito inibitório na produção de IL-12 e NO na presença do RU486 

sugerem a ação por vias distintas. Em relação à ação de esteróides, os receptores 

de glicocorticóides e mineralcorticóides são membros de uma mesma superfamilia 

de receptores nucleares. No entanto, a especificidade observada para o receptor de 

glicocorticóide difere da demonstrada pelo receptor de mineralcorticóides, que tem a 

capacidade de interagir tanto com os mineralcorticóides quanto com 

glicocorticóides^^.



o  receptor da progesterona também pertence à mesma família que o 

receptor de glicocorticóides. Os dois receptores têm a estrutura do domínio de 

ligação a esteróides similares e a habilidade de induzir a transcrição de genes 

semelhantes, sendo que os receptores livres da progesterona distribuem-se 

predominantemente no núcleo, enquanto que os de glicocorticóides são geralmente 

encontrados no citopiasma®°. Já foi demonstrado que a progesterona inibe atividade 

do gene da NOS II e a produção de NO por macrófagos estimulados com LPS e IFN- 

Essa inibição é suprimida por ZK299 (onapristona), um inibidor sintético da 

progesterona^V No entanto, apesar do RU486 inibir a maioria das atividades 

endocrinas da progesterona®^, o tratamento de culturas de macrófagos com RU486 

não tem a capacidade de reverter o efeito da progesterona na produção de NO, 

assim como ZK299 não reverte a ação da dexametasona^V Estes dados sugerem 

que estes dois esteróides induzem a supressão da produção de NO por vias 

distintas^  ̂ Existe, portanto, a possibilidade das fisalinas estarem agindo pela 

mesma via que a progesterona.

Macrófagos murinos, no entanto, não expressam RNAm para o receptor 

clássico da progesterona, e já foi demonstrado que a região promotora do gene da 

NOS II não contém o elemento clássico de resposta ao qual o receptor da 

progesterona se liga®̂ . Contudo, a ausência deste sítio de ligação não exclui a 

possibilidade de que ocorra uma modulação hormonal do gene da NOS II. É 

possível que a progesterona aja através de ligação aos elementos de resposta a 

glicocorticóides na região promotora do gene da NOS 11®̂. São postuladas três 

hipóteses para o mecanismo de ação deste hormônio em macrófagos. A primeira 

sugere que um receptor não conhecido da progesterona esteja presente em 

macrófagos. Já a segunda hipótese sugere que a ação da progesterona em

56



macrófagos ocorre através de um sítio independente no próprio receptor de 

glicocorticóides. A terceira sugere uma ação independente de ligação a um receptor 

de glicocorticóides^^ O fato de que o aumento da concentração de progesterona 

leva à competição com a dexametasona por saturação dos sítios de ligação®"̂  sugere 

que a progesterona possa compartilhar o receptor de glicocorticóides, ligando-se a 

um sítio que não é 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 atribuídos ã P. angulata estão as atividades antiinflamatória e 

antiséptica^. Os resultados obtidos neste trabalho subsidiam estas atividades 

atribuídas popularmente à planta, visto que foi verificada a ação na inibição da 

produção de óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias, bem como reversão do 

quadro de choque endotóxico.

A modulação observada na atividade dos macrófagos sugere ainda que as 

fisalinas possam ter efeito em outros sistemas que envolvam atividade imunológica, 

como a linfoproliferação e a secreção de citocinas por linfócitos ativados. Trabalhos 

investigando a atividade farmacológica destas substâncias devem continuar sendo 

realizados, não só no sentido de descobrir novos potenciais de ação como também 

a fim de viabilizar o uso clínico destes esteróides. Para tanto, será necessário 

estudar a toxicopatologia de longa duração das fisalinas, o que possibilitará a 

avaliação de seus eventuais efeitos colaterais. Para que a utilização destas 

substâncias como medicamento seja viabilizada, será necessário também buscar 

moléculas sintéticas que compartilhem da sua estrutura química, visto que estes 

esteróides estão presentes em quantidades limitadas nas plantas (30-500 ppm).
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7 CONCLUSÕES

1 -  As fisalinas B, F e G inibem a produção de óxido nítrico por macrófagos ativados

por LPS e IFN-y.

2 -  A fisalina B inibe a produção de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-12) por macrófagos

ativados por LPS ou LPS e IFN-y.

3 -  Os efeitos da fisalina B, ao contrário da dexametasona, não são revertidos por

RU486.

4 -  A fisalina B inibe a produção 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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