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RESUMO

As fisalinas sdao compostos pertencentes a classe de vitanolideos que exibem diversas
propriedades farmacologicas promissoras. Estudos vém mostrando as numerosas acdes
desses compostos, como as analgésica, anti-inflamatéria, antitumoral, antiparasitaria,
antibiotica e antiviral. Dentre estas, os efeitos antitumoral e imunomodulador das fisalinas
sdo descritos como atividades promissoras. Nesse contexto, a presente revisao visa
descrever os principais achados e mecanismos de acdes relacionadas aos efeitos
antitumoral e imunomodulador da classe das fisalinas. O estudo se trata de uma revisao
da literatura de natureza sistematica, utilizando PUBMED, LILACS, MEDLINE ¢
SCIELO como plataformas para busca de dados. A busca na literatura resultou em 89
trabalhos encontrados, sendo que destes, apenas 46 estavam de acordo com os critérios
de inclusao e exclusdo. Diversas fisalinas possuem efeito antitumoral, com destaque para
as fisalinas B e F que possuem efeito citotdoxico sobre inumeras linhagens tumorais. O
efeito antitumoral das fisalinas esta relacionado com a indu¢ao de morte celular por
apoptose, a qual pode ser ativada por diversas vias: caspases, acumulo de proteinas
ubiquitinadas, p53, MAP quinases, JAK/STATS3, entre outras. Com relagdo aos efeitos
imunomoduladores, as fisalinas atuam inibicdo a producdo de varias moléculas
inflamatorias (IL-6, IL-12, TNFa, IFN-y, NFkB, entre outras) e estes efeitos sao validados
em diversos modelos animais: choque endotoxico induzido por LPS, hipersensibilidade
do tipo tardia e em modelos agudos e cronicos de dermatites induzidas por 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato e oxazolona, respectivamente. Nesse contexto, as
fisalinas representam uma fonte promissora para descoberta de agentes antitumorais e

imunomoduladores promissores.

Palavras-chave: Physalis angulata, fisalinas, atividade antitumoral, imunomodulagao.



ABSTRACT

Physalins are compounds belonging to withanolides class, which exhibit several
promising pharmacological properties. Studies have shown numerous biological actions
of these compounds, such as analgesic, anti-inflammatory, antitumor, antiparasitic,
antibiotic and antiviral. Among these, antitumor and immunomodulatory effects of
physalins are described as promising activities. In this context, the present review aims
to describe the main findings and mechanisms related antitumor and immunomodulatory
effects of the physalins class. This study is a systematic literature review, using
PUBMED, LILACS, MEDLINE and SCIELO as platforms for data research. The literature
research has resulted in 89 papers, which only 46 articles were in agreement with
inclusion and exclusion criterias. Physalins has shown antitumor activities, especially
physalins B and F which demonstrate cytotoxic effects in several tumor cell lines.
Physalins antitumor effects is associated with induction of cell apoptosis that can be
activated by several pathways: caspases, accumulation of ubiquitinated proteins, p53,
MAP kinases, JAK/STAT3, among others. Regarding the immunomodulatory effects,
physalins inhibit the production of several inflammatory molecules (IL-6, IL-12, TNFa,
IFN-y, NFkB, among others) and these effects are validated in many animal models
studies: endotoxic shock induced by LPS, delayed type hypersensitivity and in acute and
chronic models of 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate and oxazolone-induced
dermatitis, respectively. Therefore, physalins represent a promising source for the

discovery of promising antitumor and immunomodulatory agents.

Keywords: Physalis angulata, physalins, antitumoral activity, imunomodulation.
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1 INTRODUCAO

O uso das plantas medicinais para o tratamento de enfermidades ¢ uma pratica
reconhecida e utilizada h&d milhares de anos pelas diversas civilizacdes do mundo
(AHMAD et al., 2006). Com o passar do tempo, a partir dos avangos tecnoldgicos nas
técnicas de separacdo e identificagdo de produtos naturais, foi possivel conhecer a
estrutura e as potencialidades de inimeras moléculas oriundas de plantas (SHARMA et
al., 2015). Essas moléculas, ou também chamadas de compostos fitoquimicos, exibem
uma alta complexidade e diversidade bioquimica, tornando sua estrutura molecular tnica,
em comparacao com outros sintetizados artificialmente. Dessa forma, produtos naturais
constituem uma fonte promissora para a prospec¢do de agentes terapéuticos (DIAS;

URBAN; ROESSNER, 2012; CRAGG; NEWMAN, 2013).

As fisalinas, ou 13,14-seco-16,24 ciclo ergostano, sdo compostos pertencentes a
classe de vitanolideos que exibem diversas propriedades farmacologicas promissoras
(SUN et al., 2017; TOMASSINI et al., 2000; ZHANG; TONG, 2016). Estao presentes
nas plantas pertencentes a familia Solanaceae, e principalmente nas espécies pertencentes
ao género Physalis spp., as quais sdo plantas herbaceas anuais amplamente distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo, e, historicamente, sdo conhecidas por suas
propriedades terapéuticas e curativas (SHARMAN et al., 2015; LIMA et al., 2014). Em
1969, quando houve a identificagdo da primeira fisalina isolada da espécie Physalis
alkekengi var. franchetii, a fisalina A, deu-se inicio aos estudos dessas moléculas,
apresentando suas caracteristicas estruturais e suas acdes bioldgicas contra patogenos e
em doengas cronicas, e, dessa forma, ja foram identificadas mais de 50 tipos diferentes

de fisalinas até o momento (SUN et al., 2017a)

Estudos vém mostrando as numerosas atividades bioldgicas desses compostos,
como as analgésica, anti-inflamatdria, antitumoral, antiparasitaria, antibiotica e antiviral
(SOARES et al., 2003; MEIRA et al., 2013; WANG et al., 2018). Dentre estas, os efeitos
antitumoral e imunomodulador das fisalinas sd3o descritos como atividades promissoras
(SOARES et al., 2006; WU et al., 2012; YANG et al., 2017; CHEN et al., 2018). Nesse
contexto, a presente revisao visa descrever os principais achados e mecanismos de ag¢ao

relacionados as atividades antitumoral e imunomodulador da classe das fisalinas.
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2 METODOLOGIA

Neste estudo, realizou-se uma revisdo da literatura de natureza sistematica,
utilizando as plataformas PUBMED, LILACS, MEDLINE e SCIELO como fonte para a
busca de dados. A pesquisa foi executada em quatro etapas, oriundas de uma adaptacao
do modelo proposto por SOUZA e colaboradores (2010), sendo elas: busca na literatura;
coleta de dados; analise critica dos estudos; e discussdao dos resultados. Os unitermos
aplicados para esta busca foram Physalis, Physalis angulata e physalins. A busca foi
atemporal, contemplando todos os artigos encontrados, ao cruzar os unitermos citados

acimas com as palavras: immunomodulation ou anticancer activity.

Como critérios de inclusdo, foram escolhidos trabalhos que apresentavam
especificidade com o tema, que contivessem os descritores selecionados e estavam
disponiveis na integra. Foram excluidos aqueles que apenas descreviam efeitos biologicos
de extratos ou fracdes de plantas do género Physalis ou com descri¢cdes exclusivamente
de dados in silico. A busca na literatura resultou em 89 trabalhos encontrados, sendo que

destes, apenas 46 estavam de acordo com os critérios de inclusdo e exclusao.
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3 ACAO ANTITUMORAL DAS FISALINAS

Pelo fato de pertencer a classe dos vitanolideos, os quais exibem atividade
antitumoral bem descrita, as fisalinas sdo alvos de estudos de citotoxicidade desde os anos
80, com a sua primeira demonstragdo através de experimentos in vitro com a fisalina D
na linhagem de células de melanoma B16 (ANTOUN et al., 1981). Estudos apontaram
que a presenca de duplas ligacdes entre os carbonos C2 e C3 do anel A e grupos funcionais
localizados em entre C5 e C6 estdo relacionados com a caracteristica citotoxica
encontrada nessas moléculas (VERAS et al., 2004; LEE; HOUGHTON, 2005; DAMU et
al., 2007). Em adic¢do, identificou-se que anéis 5, 6-epdxido encontrados na fisalina F
aumentam a sua atividade antitumoral (ANTOUN et al, 1981; MAGALHAES et al.,
2006; DAMU et al., 2007). Dessa forma, as fisalinas despertam o interesse na
farmacologia para se tornar uma classe promissora para prospec¢do de farmacos com

potencial anticancer.

Ao longo dos anos, varias fisalinas tém demonstrado a capacidade de inibir a
proliferagdo celular de inimeras linhagens de células tumorais (Quadro 1). Estudos feitos
em cultura de células sendo submetidas ao tratamento com as fisalinas A, B, D, F ¢ H
mostraram ag¢des inibitdrias em diversas linhagens tumorais, porém, comparando o nivel
de citotoxicidade destes compostos, percebeu-se que FB e FF apresentaram atividades
mais seletivas e promissoras (FANG et al., 2003; LEE; HOUGHTON, 2005;
MAGALHAES et al., 2006; DAMU et al., 2007; HE et al., 2013a; BOONSOMBAT et
al., 2018). Para avaliar seus efeitos em células ndo-cancerigenas, He et al (2013)a
realizaram o tratamento com FA em células mononucleares do sangue periférico humano
(da sigla em inglés, hPBMC), mostrando que seus efeitos citotoxicos nestas células foram
minimos. No entanto, Magalhdes et al (2006), em experimento in vivo com FB,

verificaram a presenca de toxicidade acentuada em 6rgdo vitais, como figado e rins.

A maioria das vias de inibi¢do da proliferacao de células tumorais reguladas pelas
fisalinas se relaciona com a ativagao da apoptose (VANDENBERGHE et al., 2008; HSU
et al., 2012; WU et al., 2012; HE et al., 2013a; OOI;, TENGKU MUHAMMAD;
SULAIMAN, 2013). Também chamada de “morte celular programada”, a apoptose ¢ um
mecanismo fisiologico ativado em células que perderam sua funcionalidade e também
atua como um processo defensivo contra aquelas que apresentam algum perigo para o
organismo, como ¢ o caso das células cancerigenas (ELMORE, 2007). A inducao da

apoptose pode ocorrer pela ativacdo de dois mecanismos conhecidos: a via intrinseca,
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relacionada a alteragdes na permeabilidade da membrana mitocondrial e liberagdo de
constituintes pro-apoptoticos (ex.: citocromo c) para o citosol, e a via extrinseca,
caracterizada pela ativagdo de receptores de morte da membrana plasmadtica, a exemplo
do receptor Fas. Embora haja esses dois mecanismos iniciadores da apoptose, ambos
convergem para um mesmo caminho, denominado fase de execucdo, onde atuam as
proteinas cataliticas caracteristicas desse processo, chamadas de caspases (Figura 1)
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). Nesse sentido, a depender do tipo de linhagem
tumoral e do tipo de molécula desta classe, as fisalinas sdo capazes de interagir com
ambas as vias iniciais, a fim de desencadear a morte celular por apoptose (WU et al.,
2012; OOI; TENGKU MUHAMMAD; SULAIMAN, 2013; HE et al., 2013a; MA et al.,
2015). Fisalinas A e B, mas ndo a fisalina F, foram capazes de aumentar a produgdo das
proteinas pro-apoptoticas Noxa e Bax (VANDENBERGHE et al., 2008; HSU et al., 2012;
HE et al., 2013b). Fisalina F induziu o aumento da expressao de genes apoptdticos, como
0 c-myc e caspase-3 em células de cancer de mama (linhagem MCF-7) (OOI; TENGKU
MUHAMMAD; SULAIMAN, 2013). Além disso, outro achado importante mostrou que
FA e FF estimularam a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico
(NO) em cé¢lulas de melanoma (linhagem A375) e de cancer renal (linhagem A498),
respectivamente, os quais sdo alguns dos primeiros mediadores que responsaveis por
desencadear a morte celular por apoptose (Figura 2) (WU et al., 2012; HE et al., 2013b;
HE et al., 2014).
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Figura 1. Mecanismo de ativacdo da morte por apoptose. A apoptose apresenta duas vias
principais de ativagdo, sendo elas a via instrinseca (ou via mitocondrial) e a via extrinseca (ou a
via do receptor de morte). No entanto, ambas convergem para um ponto em comum,
denominada fase de execugdo, onde os constituintes caracteristicos dessa etapa sdo as proteinas

cataliticas chamadas de caspases (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Outro alvo dessas moléculas ¢ a via da ubiquitina/proteassoma, a qual se
caracteriza por ser o principal meio de degradacao intracelular de proteinas de vida-curta,
a partir da ligacdo de multiplas moléculas de ubiquitina a proteina-alvo e, logo apos, o
reconhecimento e degradacao pelo proteassoma 26S (MYUNG, 2012). Ja foi
demonstrado que a inibi¢do da via da ubiquitina/proteassoma leva a célula a entrar em
apoptose (CRAWFORD; WALKER; IRVINE, 2011). Fisalinas B ¢ C atuam como
inibidores da via ubiquitina/proteassoma, o que leva ao actimulo de proteinas
ubiquitinadas, no citoplasma, e, dessa forma, desencadeia o inicio da morte celular por
apoptose (Figura 2) (AUSSEIL et al., 2007; VANDENBERGHE et al., 2008; MA et al.,
2015). Outros trabalhos mostraram que as fisalinas A e B sdo capazes de induzir a
resposta autofagica em células tumorais (HE et al., 2013a, 2013b; MA et al., 2015). No
estudo feito por Ma et al (2015) em células de cancer de colon (linhagem HCT116) foi

observado que a fisalina B induziu a formagao de autofagossomos no citoplasma, o que
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sugere ser o inicio do primeiro estdgio da autofagia, porém, reduziu a fusdo entre os
autofagossomos e os lisossomos no ultimo estagio, concluindo que neste momento FB
atua inibindo a resposta autofagica (Figura 2). Desse modo, tanto a inibi¢do da via
ubiquitina/proteassoma, quanto da autofagia levam a célula a ativar mecanismos
apoptoticos, uma vez que ambas sdo os primeiros caminhos de tentativa de eliminagdo de
moléculas toxicas ou danosas ao organismo; porém, caso haja falha, o passo seguinte ¢
promover a ativacdo de vias de morte celular (LI et al.,, 2016; YIN; PASCUAL;
KLIONSKY, 2016).

Fisalinas

/

Inibicdo da via
ubiquitina/proteassoma

\

Inducao da
autofagia

- ROS
NO'.. * * ‘L
Autof
.® ¥ ¥ utofagossomos
c-myc e caspase-3
[ ] ° \
°, 0 /
® @
o ® y 2N
Acumulo de proteinas *g  Inibicdo da
ubiquitinadas \ / ligacao
autofagossomos/
Apoptose lisossomos

Figura 2. Mecanismos de agdo das fisalinas que direcionam as células a ativar apoptose. As
fisalinas interagem com diversas vias com o objetivo de desencadear a morte celular por
apoptose. Como exemplo disso, tem-se a inibi¢do da via ubiquitina/proteassoma, estimulacdo da
produgdo de ROS e NO, aumento da expressdo dos genes c-myc e caspase-3 e inducao

incompleta da autofagia.

Sugere-se que o fator de transcricdo kappa B (NFkB) seja um dos alvos da
atividade antitumoral e imunomoduladora das fisalinas (JACOBO-HERRERA et al.,
2006; WU et al., 2012). A via de sinalizagao NFkB, além de atuar no controle da resposta
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imune e da resposta inflamatoéria, possui um papel importante na regulacdo da
proliferacdo e diferenciagdo celular e na apoptose (ZHANG; LENARDO; BALTIMORE,
2017). Em varios tipos de cancer, NFkB esta constantemente ativado produzindo fatores
que promovem o crescimento e, consequentemente, a sobrevivéncia celular (XIA et al.,
2018). Varios estudos demonstraram que as fisalinas A, B, D e F promoveram a inibi¢ao
da via NFkB por mecanismos distintos (HE et al., 2013b; JACOBO-HERRERA et al.,
2006; VANDENBERGHE et al., 2008; WU et al., 2012). No trabalho de Jacobo-Herrera
et al (2006) foi visto que as fisalina B e F sdo capazes de inibir a ativacdo de NFkB
induzida pelo fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), enquanto que Vandenberghe et al
(2008) utilizaram células de cancer colorretal (linhagem DLD-1) em tratamento com FB
e perceberam que uma das formas de inibi¢ao da proliferacao celular acontece por meio

deste mesmo mecanismo, corroborando, portanto, com os achados anteriores.

Sugere-se que algumas fisalinas possuem acdes ligadas a indugdo da expressao da
p53 e a parada do ciclo celular na fase G2 (HE et al., 2013b; KANG et al., 2016; WANG
etal., 2018). A p53 ¢ uma proteina de supressao tumoral que desencadeia a apoptose por
diversos caminhos, sendo um deles a interrup¢ao do ciclo celular (BRADY; ATTARDI,
2010). Basicamente, sua acdo se da por sua ligagdao ao DNA, que por sua vez estimula a
produgdo da proteina p21, que interage com a proteina estimuladora da divisdo celular,
cdc2, e, quando ocorre essa interacao, a célula nao passa para o proximo estagio do ciclo
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (US), 1998).
Quando h4 uma mutagdo na p53, sua capacidade de ligacdo com o DNA ¢ diminuida;
como consequéncia, p21 ndo pode ser produzida e atuar como um “sinal de parada” do
ciclo celular, e, dessa forma, a célula comega a se dividir incontrolavelmente (FREED-
PASTOR; PRIVES, 2012). Nesse sentido, He et al (2013)b demonstraram que o aumento
da expressao de p53 e Noxa (via p53/Noxa) induzido pela fisalina A estimulou a produc¢ao
de ROS pelas células, enquanto que Kang et al (2016) perceberam que essa producgdo de
ROS mediada por p53 promoveu a interrupgao do ciclo celular na fase G2 em cancer de
pulmao de células ndo-pequenas (linhagem A549). Ja no estudo realizado por Wang et al
(2018) em que submeteram células de trés linhagens de cancer mamario (MCF-7, MDA-
MB-231 e T-47D) ao tratamento com a fisalina B, observou-se que FB aumenta a
expressao de p53 e, em consequéncia, leva a indugdo da parada do ciclo celular na fase
G2, acompanhado do aumento de p21, assim como da supressdo da expressdo e

fosforilagdo de cdc2. (Figura 3) Para confirmar se essa inducdo de p53 leva a ativagdo
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de mecanismos apoptoticos, Wang et al (2018) encontraram que FB promove a clivagem

da caspase-9, levando a ativagdo outros membros, como caspase-3 e caspase-7.

Apoptose

Figura 3. Mecanismos das fisalinas que levam a ativagdo da proteina p53 e inducdo da parada
do ciclo celular. FA promove a ativagdo da via p53-Noxa que estimula a produgdo de ROS e
leva a parada do ciclo celular na fase G2. Ja FB aumenta a expressdo de p53, que é capaz de se
ligar ao DNA e promover a produgdo de p21, a qual se liga a cdc2, a fim de levar a parada do

ciclo em G2 e desencadear a morte celular por apoptose.

As proteina-kinase ativada por mitogenos (do inglés, mitogen-activated protein-
kinase, ou MAPK) sdao modulos de sinalizagdo que estdo envolvidos em uma série de
processos celulares cruciais, como crescimento, proliferagao, diferenciacdo e morte
(COBB, 1999). Em mamiferos, ja foram descobertos mais de cinco méddulos que atuam
nestes processos, e dentre eles, as vias ERK, JNK e p38 sdo as mais estudadas. Mutagdes
relacionadas as MAPKSs estdo envolvidas no desenvolvimento de alguns tumores, sendo

que a desregulacdo da via ERK estd presente na maioria deles (DHILLON et al., 2007).
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Trabalhos utilizando fisalinas demonstram que as fisalinas A e B interferem na atividade
das MAPKSs, promovendo a diminui¢do da proliferacdo e viabilidade de algumas
linhagens de células cancerigenas (HAN et al., 2011; MA etal., 2015; KANG et al., 2016;
SHIN et al., 2019). Han et al (2011) avaliaram a atividade das fisalinas A ¢ B em células
de cancer prostatico (linhagens C42B e CWR22Rvl), mostrando que inibi¢ao da
proliferacdo dessas células ocorre por meio da ativagdo de mecanismos de morte
regulados pelas vias ERK e JNK, e ainda perceberam que as agdes de FB sdo mais
potentes do que de FA, verificando que seus valores de Clsp sdo menores. Kang et al
(2016), observaram que a fisalina A inibiu o crescimento de células de carcinoma
pulmonar humano (linhagem A549) pela ativacdo das vias p38 e ERK, no qual p38 esta
envolvida com a geragdo de ROS que induzem a interrupcao do ciclo celular na fase G2,
e ERK ativa vias de morte celular por mecanismos distintos. J4 foi reportado que o
modulo de sinalizagdo ERK interage principalmente com a via extrinseca da apoptose
(CAGNOL; CHAMBARD, 2010), sendo assim uma das hipdteses para explicar os dados
de Kang et al (2016). Corroborando com os achados sobre o envolvimento da fisalina A
na regulacdo das vias MAPKs, Shin et al (2019) mostraram que em células de cancer de
figado (linhagem HepG2) FA ativou a via Nrf2 (do inglés, nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) por meio da ativagdo de ERK e p38. Nrf2 ¢ um fator de transcri¢cdo
relacionado inicialmente com a expressdo de constituintes antioxidantes e
desintoxicantes, os quais protegem a c¢lula do estresse oxidativo, mas também ja foi visto
que possui agdes na regulagdo da proliferacao e diferenciacao celular, sendo uma delas
inibindo ROS (BASAK et al., 2017; BELLEZZA et al., 2018). Por fim, no estudo de Ma
et al (2015) foi observado que a fisalina B promoveu a ativacao das vias ERK, JNK e p38
através da estimulacao de mito-ROS em células de cancer colorretal humano (linhagem
HCT116) e, portanto, essa ativacao esta ligada a inducdo da resposta autofagica e

apoptotica (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de agdo das fisalinas na regulacdo das vias MAP kinases. FA ativa as
vias ERK e JNK para induzir a apoptose, enquanto que a ativagdo da via p38 estimula a geracao
de ROS ¢ leva a parada do ciclo celular na fase G2, desencadeando, assim, a apoptose. FB
promove a ativagao de ERK, JNK e p38 ¢ estimula a producao de ROS mitocondriais, que

levam a ativacdo das respostas autofagica e apoptdtica.

Vias de sinalizagdo em condigdes aberrantes, sendo cruciais para o
desenvolvimento e progressdo de alguns tipos de tumores, t€ém seus mecanismos
atenuados pelas a¢des das fisalinas. Mais especificamente FA, FF e FH sao capazes de
interagir com as vias JAK/STAT3, Wnt/B-catenina e Hedgehod, respectivamente (ZHU
etal., 2016; CHEN et al., 2018; ARAl et al., 2014).

A via de sinalizacdo JAK/STAT3 ¢ responsdvel por controlar processos
hematopoiéticos e de renovagdo de células-tronco através da interacdo com citocinas e
fatores de crescimento, no entanto, em alguns tipos de cancer, estd envolvida na
progressdo tumoral através de mutagdes que promovem sua ativacdo constitutiva
(THOMAS et al., 2015). No trabalho de Zhu et al. (2016) foi demonstrado que em

carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas (linhagens H292, H358 e H1975) a fisalina
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A ¢ capaz de inibir a via JAK/STATS3 tanto pela supressao da fosforilagdao dos receptores
JAK e fosforilagdo parcial da proteina STAT3 (formas ativadas), quanto por impedir a

transloca¢do nuclear e a atividade transcricional de STAT3 (Figura 5).

A sinalizacdo Wnt/B-catenina ja foi descrita como responsavel por regular
diversos processos celulares do metabolismo, como proliferacao e diferenciagdo celular,
em varios estagios do desenvolvimento humano (MACDONALD; TAMAI; HE, 2009).
Na a auséncia de ligacdo da glicoproteina Wnt aos receptores especificos, LRP5/6 e
Frizzled, P-catenina forma um complexo com Axin-APC-GSK3-CK1 e ¢ fosforilada
pelas subunidades CK1 e GSK3; apds isso, hd o reconhecimento de P-catenina
fosforilada pela ligase E3 ubiquitina e por B-TrCP, a adicdo de moléculas de ubiquitina
e, por fim, a degradacao de -catenina pelo proteassoma. Na presenca de Wnt, o complexo
Axin-APC-GSK3-CKI1 se liga a parte intracelular dos receptores LRP5/6 e Frizzled, e,
dessa forma, B-catenina fica livre para ir ao nucleo e ativar genes responsaveis pela
proliferacdo celular (MACDONALD; TAMAI; HE, 2009). YAP (do inglés, yes-
associated protein) € uma proteina pertencente a via de sinalizacao Hippo, que tem sua
fungdo relacionada a regulagdo de processos importantes para o organismo, como
proliferacdo celular, regeneragdo e desenvolvimento de tecidos (ABYLKASSOV; XIE,
2016). Ja foi descrita uma associacdo entre YAP e a via Wnt/B-catenina, onde, na auséncia
de Wnt, ela compete com LRP5/6 e se liga a subunidade Axin, promovendo a formagao
do complexo Axin-APC-GSK3-CK1 e o recrutamento do complexo de degradacao -
TrCP (AZZOLIN et al., 2014). Nos experimentos de Chen et al (2018) foi observado que
em células de cancer colorretal (linhagens SW40 e DLD-1) a fisalina F interferiu na
sinalizagdo Wnt/B-catenina por meio da inibicao da ligacdo da glicoproteina Wnt aos
receptores LRP5/6 e Frizzled e, com isso, induziu a ligagao de YAP ao complexo Axin-
APC-GSK3-CK1 e, consequentemente, o recrutamento do complexo de destruicdo -

TrCP a fim de promover a degradacgio de B-catenina no citosol (Figura 5).

A sinalizacdo Hedgehog representa uma via evolutivamente conservada que tem
seu papel relacionado, principalmente, com o desenvolvimento embriondrio em
vertebrados e invertebrados, mas também ¢ responsavel por regular a manutencdo de
células-tronco e a regeneragdo tecidual em mamiferos na fase adulta (SKODA et al.,
2018). Basicamente, o mecanismo de a¢do normal da via Hedgehog acontece através da
ligagdo de proteinas Hedgehog ao receptor Patched, promovendo, dessa forma, a ativagdo

e translocacdo nuclear dos fatores de transcricdo GLIs, que se ligam ao DNA e ativam
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genes-alvos (JIA; WANG; XIE, 2015). Mutagdes ao longo desta via estdo envolvidas
com a progressao tumoral e ja foi observado a relacdo entre a ativacdo constitutiva de
Hedgehog com o desenvolvimento de metéstase em alguns tipos de cancer, a exemplo do
cancer de pancreas (JIA; WANG; XIE, 2015; SKODA et al., 2018). Nesse sentido, Arai
et al. (2014) realizaram um estudo onde submeteram células de cancer pancreatico
(linhagem PANC1) e de cancer prostatico (linhagem DU145) ao tratamento com a fisalina
H e observaram que FH diminuiu a expressdo das proteinas Hedgehod, ocasionando a
inibicao da ligagdo ao receptor Patched e, portanto, inibindo a translocagao de GLIs ao

nucleo. (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de agdo das fisalinas na via JAK/STAT3, via Hedgehog e via Wnt/j-
catenina. FA atua na via JAK/STAT3 e inibe a fosforilagdo do receptor JAK ¢ da proteina
STAT3, inibindo, assim, a transloca¢@o nuclear de STAT3. FF interage com constituintes da via
de sinalizagdo Wnt/B-catenina, a partir da inibigdo da ligagdo de Wnt aos receptores LRP5/6 ¢
Frizzled e, com isso, YAP se liga ao complexo Axin-APC-GSK3-CK1 e promove o
recrutamento do complexo de destruigdo B-TrCP com a finalidade de degradar a proteina 3-

catenina. FH inibe a via Hedgehog através da supressdo da expressao de proteinas Hedgehod,



21

inibindo a ligag@o ao receptor Patched e, portanto, inibindo a translocagdo nuclear e ligagdo ao

DNA dos fatores de transcrigdo GLIs.

As fisalinas também interagem com componentes celulares que estdo
superexpressos em alguns tumores, como ¢ o caso do receptor de androgeno (RA) e do
antigeno prostatico especifico (PSA) (HAN et al., 2011). O cancer de prostata ¢ a quarta
principal causa de morbidade e mortalidade que afeta homens na atualidade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). Uma das formas de tratamento para esse tipo de
tumor ocorre através da terapia deplecdo de andrégenos; no entanto alguns pacientes
desenvolvem resisténcia e ndo respondem mais ao tratamento (WADOSKY;
KOOCHEKPOUR, 2016). Com isso, nesse grupo de pacientes, o tumor acaba reincidindo
e evoluem de um cancer prostatico androgeno-dependente para um cancer prostatico
andrégeno-independente (SARAON et al., 2014). Umas das caracteristicas marcantes da
forma andrégeno-independente ¢ a expressao constitutiva de RA, a qual ¢ crucial para a
progressao tumoral nos estagios iniciais da doenga. (KAARBO®; KLOKK;
SAATCIOGLU, 2007). Para avaliar se as fisalinas t€ém a capacidade de atenuar esses
efeitos, submeteram as linhagens C42B (androgeno-dependente) e CWR22Rv1
(androgeno-independente) ao tratamento com FA e FB e observaram que a capacidade
de inibicao da proliferagao celular ocorre através da reducao da expressao de RA em
ambas células, sendo C42B apresentando uma resposta mais sensivel do que CWR22Rv1,
além notar uma baixa produg¢do de PSA nesta linhagem. Por fim, Han et al (2011)
perceberam que este mecanismo ¢ regulado pelas vias ERK e JNK, as quais sdo

responsaveis por desencadear a morte celular por apoptose.

Quadro 1. Artigos selecionados para compor a revisao bibliografica sobre a acio
antitumoral das fisalinas.

Fisalinas em avaliaciao Principais achados Referéncias

Fisalinas B, F ¢ H inibem a
proliferacdo em diversas
linhagens de células tumorais,
sendo que a fisalina F
apresentou o melhor perfil de
citotoxicidade.

Fisalinas B, F e H Fang et al., 2003
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Fisalinas B e F inibem a
proliferagdo celular em diversas
linhagens de células tumorais,
sendo que a fisalina F
apresentou o melhor perfil de
citotoxicidade.

Fisalinas B e D inibem a
proliferagdo celular em diversas
linhagens de células tumorais,
sendo que a fisalina D
apresentou o melhor perfil de
citotoxicidade. A fisalina B
mostrou efeitos toxicos em
experimentos.

Fisalinas B e F Lee; Houghton, 2005

Fisalinas B e D Magalhaes et al. 2006

Fisalinas B e F, mas ndo a D,
inibem a proliferagao das células
HeLa através da inibicao de
Fisalinas B, D e F NFkB desencadeada por TNF-  Jacobo-Herrera et al., 2006
alfa. Em adicao, a fisalina F
induziu a apoptose em células
Jukart.

Citotoxicidade em diversas
linhagens de células
Fisalinas B, D, Fe U cancerigenas. A fisalina F Damu et al., 2007
apresentou o melhor perfil de
citotoxicidade.

Diminuem a viabilidade das
c¢lulas DLD-1 a partir da
inibi¢do da via
ubiquitina/proteassoma.

Fisalinas Be C Ausseil et al., 2007

Diminui a viabilidade de células
DLD-1 através da inibicao a via
ubiquitina/proteassoma
Fisalina B associada com a inibi¢do de Vandenberghe et al., 2008
NFkB induzida por TNF-alfa e
com a indugdo da proteina Noxa,
levando a morte por apoptose.



Fisalinas A ¢ B

Fisalina B

Fisalina F

Fisalina A

Inibem a proliferacao das células
C42B e CWR22Rv1 através da
indugdo da apoptose a partir da
ativacao das vias MAP kinase,

ERK 1/2 ¢ JNK. Em adigao,
ambas as moléculas reduziram a
expressdo do receptor de
androgeno (RA) e do antigeno
prostatico especifico (PSA).

Diminui a viabilidade de células
A375 através da indugao da
apoptose pela inibi¢ao da via
ubiquitina/proteassoma e da
ativacdo de vias mitocondriais,
como das proteinas Noxa, Bax e
caspase-3.

Inibe o crescimento e viabilidade
de células A498, estimulou a
producao de ROS e desencadeou
a apoptose a partir da perda do
potencial de membrana
mitocondrial, levando a sua
ruptura e liberagao do citocromo
c para o citosol e, em seguida,
clivagem de PARP e ativacao
das caspases-9 e -3. Como
complemento, a fisalina F inibiu
a atividade da via de sinalizag¢ao
NFkB.

Inibe a proliferacdo de células
HT1080 a partir da indugdo da
apoptose a partir da clivagem de
PARP e ativagdo das caspases-3,
-8 e CAD, e da inducao da
autofagia através da formacao de
autofagossomas, aumento da
expressao de beclin 1 e
conversdao de LC3 I em LC3 IL

Han et al., 2011

Hsu et al. 2012

Wuetal., 2012

He et al., 2013a
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Apresenta efeitos citotoxicos
contra células A375-S2 através
Fisalina A da ativagao da apoptose a partir
da geragcdo de ROS dependente
da via p53-Noxa.

Inibe a proliferagdo de células
MCF-7 através da ativacao da
Fisalina F apoptose induzida pelo aumento
da expressao dos genes c-myc e
caspase-3.

Efeitos citotoxicos contra células
PANCI1 e DU145. Fisalina H
atua inibindo a via de
sinalizagdo Hedgehog por meio
da inibi¢do da formacgdo do
complexo GLI1-DNA.

Fisalina H e isofisalina B

Inibe a proliferagdo de células
A375-S2 por meio da indugao da
Fisalina A autofagia e ativagao da apoptose
a partir da geragao de oxido
nitrico.

Inibe a proliferagao das células
HCT116 através da indugao da
apoptose a partir da inibi¢do da
via ubiquitina/proteassoma
mediada pela geracdo de mito-
EROs e indugdo da autofagia
incompleta. Em adicao,
promoveu a ativagao da via
MAP kinase, a qual regula
ambas as respostas.

Fisalina B

Inibe a proliferagao das células
A549 através da geragdao de ROS
mediada pelas vias p38 e ERK
Fisalina A que levam a expressao das
proteinas p53, p21 ecdc2 e
causam a interrupg¢ao do ciclo
celular na fase G2.
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He et al., 2013b

Ooi; Tengku Muhammad;
Sulaiman, 2013

Arai et al., 2014

He et al., 2014

Ma et al., 2015

Kang et al., 2016



Fisalina A

Fisalina B

Fisalinas B, F e XI

Fisalina F

Fisalina A

Fonte: Elaborado pela autora.

Diminui a viabilidade de células
H292, H358 ¢ H1975 por meio
da inibicdo da via de sinalizacao
JAK/STATS3, o que leva a
ativagdo da apoptose.

Diminui a viabilidade das
células MCF-7 a partir da
inducdo da expressao da p53
selvagem e da inibicdo da via
Akt, e das células MDA-MB-
231 e T47D através da
inativacao da p53 mutante,
resultando na indugdo da parada
do ciclo celular na fase G2 e
promovendo a clivagem de
PARP e caspases-3, -7, -9 para
dar inicio @ morte por apoptose.

Apresentam efeitos citotoxicos
contra diversas linhagens de
células cancerigenas.

Inibe o crescimento das células
SW40 e DLD-1 por meio da
inibi¢do da glicoproteina Wnt e,
portanto, promovendo a
degradagao de B-catenina
dependente de YAP.

Diminui a viabilidade de células
HepQG2 através da indugdo de
Nrf2 por meio da ativagao das

vias ERK e p38 para estimular a

producao HO-1 e NQOI.
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Zhu et al., 2016

Wang et al., 2018

Boonsombat et al., 2018

Chen et al., 2018

Shin et al., 2019
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4 ACAO IMUNOMODULADORA DAS FISALINAS

As fisalinas sdo moléculas pleiotropicas capazes de interagir com inimeros
componentes envolvidos no estabelecimento e na resolucao da inflamagado (YU et al.,
2010; PINTO et al., 2016; DING et al., 2018). Essas interagdes possibilitam que diversas
fisalinas atuem como potentes agentes anti-inflamatérios e imunossupressores, sendo o

primeiro efeito mais bem descrito e consolidado (Quadro 2).

Viérios estudos in vitro demonstram que as fisalinas, em culturas de macréfagos
estimuladas com LPS e IFN-y, inibiram a produg¢do de 6xido nitrico (NO), produzido a
partir de L-arginina pela a¢do da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), reconhecido pelo
seu importante papel na resposta inflamatéria (SOARES et al., 2003 ; QIU et al., 2008;
Jl et al., 2012; SUN et al., 2017). Além disso, investigacdes realizadas com as fisalinas
B, E, F e G também mostram uma inibi¢do da produ¢ao de varias citocinas inflamatdrias
em macrdofagos ativados, como as interleucinas (IL) -6, IL-12 e fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) (SOARES et al., 2003; YANG et al., 2017). A maioria desses efeitos ¢
atribuida a inibi¢do da ativacao do NFkB, um fator de transcri¢ao envolvido na regulagao
de varios genes pro-inflamatodrios (Figura 6) (JACOBO-HERRERA et al., 2006; YANG
et al., 2017). Em adicdo, a fisalina D exerce efeitos anti-inflamatérios através da
polarizacao de macréfagos com um perfil M1 para macréfagos com um perfil M2, que

estao associados com a resolugdo da inflamacao (DING et al., 2018).

TNFa

IL-6 NFkp
Nitrite IL-10
_ Macroéfagos
[Aumenta a produqéo> IL-12

Figura 6. Principais moléculas envolvidas no efeito anti-inflamatdrio das fisalinas. As fisalinas

interagem com constituintes inflamatorios e inibem a produgdo de moléculas pro-inflamatorias,
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como IL-6, IL-12 e TNF-a, inibem a producao de NO e inibem a via de sinalizacao NFkB,

enquanto que aumenta a expressao de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10.

Os efeitos anti-inflamatdrios das fisalinas também foram validados em vérios
modelos animais. Os trabalhos iniciais de Soares et al (2003) demonstraram a agao anti-
inflamatoria das fisalinas em um modelo de choque endotdxico em camundongos, onde
as fisalinas B, F ¢ G (a 0,5 ou 1 mg/Kg) protegeram os camundongos contra uma dose
letal de LPS e diminuiram os niveis de produ¢ao da citocina pro-inflamatéria TNF-a.
Vieira et al (2005) mostraram que as fisalinas B e F (em 20, 2 ou 0,2 mg/Kg) suprimiram
o aumento tecidual (intestino e pulmao), diminuiram as concentragdes séricas de TNF-a
e aumentaram a producdo de IL-10 em um modelo de lesdo intestinal por isquemia e
reperfusdao em camundongos. Além disso, a fisalina E (a 0,125, 0,25 e 0,5 mg/por orelha,
20 uL) revelou efeitos anti-inflamatorios em modelos agudos e cronicos de dermatites
induzidas por 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) e oxazolona, respectivamente

(PINTO et al., 2010).

Uma vez que as fisalinas tém uma estrutura quimica esteroidal, sua interagdo com
os receptores de glicocorticoides foi investigada como possivel mecanismo de acdo. As
investigacdes, em sua maioria, foram conduzidas utilizando a mifepristona (ou RU-486),
que consiste em uma antiprogesterona esteroidal a qual funciona como um antagonista
dos receptores glicocorticoides. O pré-tratamento com mifepristona (25 mg/Kg) reverteu
os efeitos anti-inflamatdrios das fisalinas B ¢ F em um modelo de lesdo intestinal por
isquemia e reperfusdo em camundongos e os efeitos anti-inflamatérios da fisalina E em
dermatites induzidas por TPA (VIEIRA et al., 2005; PINTO et al., 2010). Entretanto,
esses dados ndo sao suportados por experimentos in vitro com cultura de macrofagos, que
demonstram que na presenga da mifepristona, os efeitos anti-inflamatorios das fisalinas
B, E, F e G ndo sdo reduzidos, sugerindo que essas moléculas ndo dependem dos
receptores de glicocorticoides para exercer seus efeitos anti-inflamatorios (YANG et al.,
2017). A hipdtese de que a agdo das fisalinas independe de uma ligagdo com os receptores
glicocorticoides ¢ suportado experimentalmente pelo fato do tratamento com a fisalina F
ndo promover a translocagdo do receptor glicocorticoide do citoplasma para o nticleo

(BRUSTOLIM et al., 2010).

Apesar de inimeros estudos descreverem o efeito anti-inflamatdrio das fisalinas,
apenas trés trabalhos reportam o potencial imunossupressor da classe, sendo que apenas

as fisalinas B, D, F, G e H tiveram o seu efeito imunossupressor investigado (SOARES
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etal., 2006; YU et al., 2010; PINTO et al., 2016). Com excecao da fisalina D, as fisalinas
B, F, G ¢ H (em concentragdes inferiores a 5 pg/mL) possuem um potente efeito
antiproliferativo em cultura de linfocitos estimulados com concanavalina A ou em ensaios
de reagao mista linfocitaria (SOARES et al., 2006; YU et al., 2010). Yu et al. (2010)
demonstraram que a inibi¢do da prolifera¢ao de linfécitos € induzida por uma parada no
ciclo celular na fase G1. PINTO et al. (2016) mostraram que a fisalina F induz a morte
celular por apoptose de linfécitos em pacientes com HTLV-1. Portanto, esses dados

corroboram com efeitos induzidos pelas fisalinas em células tumorais.

A supressdo da proliferacdo dos linfocitos induzida por diferentes fisalinas ¢
acompanhada por uma redugdo de citocinas relacionadas a ativag¢do e a expansdo clonal
de linfocitos, como IL-2 e IFN-y (SOARES et al., 2006; YU et al., 2010; PINTO et al.,
2016). YU et al. (2010) demonstraram também que a fisalina H modulou o balango
TH1/TH2, tendo em vista que diminuiu a secre¢do de citocinas de perfil TH1 (IL-2 e IFN-
v) e aumentou a secrecdo de citocinas de perfil TH2 (IL-4 e IL-10), evidenciando a

capacidade dessa fisalina em reverter a polarizagao TH1 in vitro.

Em adicdo, as fisalinas B, F, G ¢ H demonstram também o seu efeito
imunossupressor em modelos experimentais animais. As fisalinas B, F e G, quando
avaliadas em modelo murino de transplante alogénico, inibem a absor¢do do enxerto e a
resposta inflamatoria local (SOARES et al., 2006). Em adicdo, a fisalina H, quando
avaliada em um modelo murino de hipersensibilidade do tipo tardia, reduziu de forma
dose-dependente do edema na orelha dos animais e a proliferagdo de linfocitos T

especificos para ovoalbumina (YU et al., 2010).

Quadro 2. Artigos selecionados para compor a revisao bibliografica sobre a acio
imunomoduladora das fisalinas.

Fisalinas em avaliaciao Principais achados Referéncias

As fisalinas B, F e G, mas ndo a
fisalina D, inibem a producao de
nitrito, IL-6, IL-12, nitrito ¢ TNF-a
Fisalinas B, D, Fe G em cultura de macrofagos ativados Soares et al., 2003
com LPS + IFN-y. Em adi¢do
possuem um efeito protetor em
modelo de sepses induzida por LPS.
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A fisalina B e F, mas ndo a fisalina Jacobo-Herrera et a., 2006

Fisalinas B, D e F D, inibem a ativagdo do NFkB

As fisalinas B, F ¢ G mas ndo a
fisalina D inibem a

linfoproliferagao induzida por

. concanavalina A e a secre¢do de IL-
RAERE, ) PG 2 e IFN-y. Em adigao, as fisalinas

B, F e G inibem a rejeicdo da

enxertia em modelo de transplante
alogénico.

Inibi¢do da producado de 6xido
Fisalina A, B, F,I, Y e O  nitrico por macrofagos tratados com
fisalinas.

A fisalina F reduz o edema de pata
¢ a inflamacgao nas articulagdes em
modelo murino de artrite
. reumatoide. Através de avaliagoes

Fisalina F o . . .
in vitro fica evidenciado o efeito
das fisalinas independente da
ligacdo aos receptores
glicocorticoides.

Inibi¢do da linfoproliferacdo
induzida por concanavalina A ou
reacdo mista linfocitaria. Inibicao

. da secrecdao de IL-2 e IFN-y e
Fisalina H aumento de IL-4 e IL-10. Em
adi¢ao, reduz o edema formado em
modelo de hipersensibilidade do
tipo tardia.

. Inibicao da produgdo de 6xido
Fisalinas A, G, L, O e . ¢ p , ¢
. . nitrico por macrofagos tratados com
isofisalina A .
fisalinas

Inibi¢ao da linfoproliferacao de
PBMC de individuos HAM/TSP.
Fisalina F Reducao dos niveis de IL-2, IL-6,
IL-10, TNF-a e IFN-y, mas nao IL-
17A, em sobrenadantes de culturas
PBMC.

Inibicao da expressao e secre¢ao de
TNF-a, IL-5 e translocacao do

Fisalina E
NFKp em cultura de macrofagos

Soares et al., 2006

Qiu et al., 2008

Brustolim et al., 2010

Yuetal., 2010

Jietal, 2012

Pinto et al., 2016

Yang et al., 2017



Fisalina V, VII e VIII

Fisalina X e Aromafisalina
B

Fisalina D

Fonte: Elaborado pela autora.

Inibi¢ao da producao de NO por
macrofagos tratados com fisalinas

Inibicao da produgdo de NO por
macréfagos tratados com fisalinas

Repolarizagao de macrofagos com
perfil M1 em macréfagos com
perfil M2
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Sunetal., 2017

Sun et al., 2017

Ding et al., 2019
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5 CONCLUSAO GERAL

Por serem moléculas versateis, as fisalinas atuam em diversas vias de sinaliza¢ao
celular e ativam diferentes mecanismos de morte celular ou imunomodulagao. Dentre as
fisalinas avaliadas, as fisalinas B e F possuem os efeitos mais notorios, sendo
consideradas as fisalinas mais promissoras descritas até o momento. Com o presente
trabalho, podemos concluir que a classe das fisalinas ¢ uma fonte promissora para

descoberta de agentes antitumorais ¢ imunomoduladores promissores.
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- Titulo do trabalho: deve ser breve e indicativo da exata finalidade do trabalho.

- Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicdo(des) a(s) qual(is) pertence(m) mediante
numeros. O autor para correspondéncia deve ser identificado com asterisco, fornecendo o
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1.9 Unitermos em inglés: devem acompanhar os unitermos em portugués.

1.10 Agradecimentos: devem constar de paragrafos, a parte, antecedendo as referéncias

bibliograficas.

1.11 Referéncias: devem ser organizadas de acordo com as normas da ABNT NBR-6023,
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reproduzidas em alta resolu¢do(800 dpi/bitmap para tragos) com extensdo tif. e/ou bmp. No caso
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podendo ser mencionados uma vez (entre parénteses, com inicial maiuscula) os registrados.



