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RESUMO

Os glioblastomas sdo tumores cerebrais de células gliais de alto grau que apresentam um
prognostico ruim. Possuem grande capacidade de migracdo, proliferacdo e invasdo ao tecido
cerebral, o que reduz as chances de sucesso do tratamento. Novos alvos terapéuticos séo
estudados a fim de aumentar a eficacia dos tratamentos e diminuir efeitos colaterais. Analise e
prospeccdo de metabdlitos secundarios de plantas sdo estudados surgindo como uma
possibilidade no desenvolvimento de novas terapias. Physalis angulata L. é uma espécie
vegetal rica em componentes quimicos e promissora para a inddstria farmacéutica. Possui
dentre muitos beneficios comprovados, a acdo antitumoral e citotoxica. O objetivo deste
trabalho foi estudar a acdo do extrato etandlico de Physalis angulata L. (EEPA) em células de
linhagem tumoral C6 de glioblastoma murino. Como metodologia, a citotoxicidade foi avaliada
por MTT. O 6xido nitrico foi dosado pelo método de Griess. A migracdo celular foi analisada
a partir do ensaio de migracdo. A morfologia celular foi avaliada por imunocitoquimica com
imunomarcacdo de EGFR e método de coloracdo Rosenfeld. A expressdo de proteinas foi
avaliada pelo método western blotting. A capacidade de restauracéo tecidual foi analisada pelo
ensaio de migracao celular. Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Graphpad
Prism 8.10 e os dados foram expressos em média £ erro padrdo da média dos parametros
analisados. Como resultados, notou-se através do ensaio de MTT, que o EEPA foi citotdxico
acima da concentrac¢do 5 pg/mL, sendo entdo escolhidas as concentracdes 0,5 pg/mL, 1 pg/mL
e 2,5 ug/mL para modulacao dos experimentos seguintes. Na analise da expressao do receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR) por imunocitoquimica, houve a diminuicdo da
expressao do EGFR nas concentragdes 1 pg/mL e 2,5 pg/mL. J& no Rosenfeld, nas
concentragdes 1 pg/mL e 2,5 ng/mL tivemos uma quantidade menor de células e presenga de
prolongamentos menores e mais finos, e corpo celular menor quando comparado aos controles.
O western blotting demonstrou uma menor expressédo do EGFR nas concentracfes testadas
guando comparado ao controle. O ensaio de migracdo demonstrou capacidade inibitéria do
composto na migracdo celular. Os resultados obtidos neste estudo podem indicar capacidade
citotoxica, reducao da expressdo e da capacidade migratoria das células C6 quando moduladas
com o EEPA.

Palavras-chave: Tumores. Glioblastoma. Physalis angulata. Extrato de plantas.



ABSTRACT

Glioblastomas are high grade glial cell brain tumors that have a poor prognosis. They have a
great capacity for migration, proliferation and invasion into brain tissue, which reduces the
chances of treatment success. New therapeutic targets are studied in order to increase the
efficacy of treatments and decrease side effects. Analysis and prospection of plant secondary
metabolites are being studied as a possibility in the development of new therapies. Physalis
angulata L. is a plant species rich in chemical components and promising for the
pharmaceutical industry. It has, among many proven benefits, the antitumor and cytotoxic
action. The objective of this work is to study the action of P. angulata L. ethanolic extract
(EEPA) on murine glioblastoma C6 tumor cells. As a methodology, cytotoxicity was evaluated
by MTT. Nitric oxide was dosed by Griess method. Cell migration was analyzed from migration
assay. Cell morphology was evaluated by immunocytochemistry with EGFR immunolabeling
and Rosenfeld staining method. Protein expression was evaluated by Western blotting method.
Cell migration was analyzed by cell migration assay. The results were analyzed by Graphpad
Prism 8.10 statistical program and the data were expressed as mean + standard error of the mean
of the analyzed parameters. As results, it was noted through MTT assay, that EEPA was
cytotoxic above the concentration 5 pg/mL, being then chosen the concentrations 0.5, 1 and
2.5ug/mL for modulation of the following experiments. In the analysis of EGFR expression by
immunocytochemistry, there was a decrease in EGFR expression at concentrations 1 and
2.5pug/mL. In the Rosenfeld test, at concentrations 1 and 2.5ug/mL we had fewer cells and the
presence of smaller and thinner prolongations, and a smaller cell body when compared to
controls. Western blotting demonstrated a lower expression of EGFR at the concentrations
tested when compared to the control. The migration assay demonstrated inhibitory capacity of
the compound on cell migration. The results obtained in this study may indicate cytotoxic
capacity, reduced expression and migratory capacity of C6 cells when modulated with EEPA.

Keywords: Tumors. Glioblastoma. Physalis angulata. Plant extract.
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1 INTRODUCAO

Neoplasia é definida como uma proliferacdo de células anormais no tecido, de forma
descontrolada e autdbnoma, podendo ser classificada como benigna ou maligna. A neoplasia
benigna forma um agregado de células tornando uma massa Unica, enquanto que na neoplasia
maligna as células possuem alta capacidade infiltrativa nos tecidos adjacentes (INCA, 2011).

Sabe-se que a incidéncia de neoplasias aumenta de acordo com o avanco da idade e pode
ser explicada pelo acimulo de mutagGes sométicas associadas a redu¢do da imunocompeténcia
gue acompanha o envelhecimento (PINTO & CHIMELLI, 2004). De acordo com Badke et al.
(2014), o aumento desta incidéncia pode ser explicada pelo aumento da notificacdo e
investigacdo da doenca, bem como o aumento populacional, pela maior expectativa de vida da
populacdo e 0 aumento da exposi¢do a carcindgenos, em especifico a radiacdo eletromagnética
ionizante e ndo ionizante.

Os gliomas englobam um grupo diversificado de tumores intrinsecos do sistema nervoso
central (SNC), e representam 30% a 40% de todos os tumores intracranianos. Cerca de 50%
desses tumores sdo representados por glioblastomas multiformes, o tipo mais agressivo do
tumor (SCHNEIDER et al., 2010).

O glioblastoma multiforme, bem como a maioria dos tumores malignos, suprimem a
resposta imunolégica antitumoral, e secretam citocinas imunossupressoras a fim de tornar o
ambiente favoravel ao seu crescimento e disseminacdo no SNC. Além disso, possuem a
capacidade de formar neovasos para suprir necessidades metabolicas, resistem a estimulos
apoptoticos, performam alta proliferacdo celular e capacidade de invasdo de tecidos (LU;
SHERVINGTON, 2008; KUMAR et al, 2006; COELHO et al., 2016).

As intervencdes terapéuticas aplicadas aos glioblastomas consistem em quimioterapia,
resseccdo cirdrgica e radioterapia, isoladamente ou combinados. A eficacia terapéutica é
limitada, pois se trata de um tumor de alta recidiva, reflexo da alta propriedade infiltrativa. O
risco de uma resseccdo total causar ao paciente danos neurologicos permanentes é alta
(SOFFIETTI et al., 2007).

Diante da escassez de intervencdes terapéuticas realmente eficazes para tratamento de
doencas de cunho neuroldgico em geral, a analise e prospeccdo de metabolitos secundarios
vegetais surge como possibilidade de desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos
BUSCH et al., 2015).

Physalis angulata L. é uma espécie alvo de diversos estudos quimicos e farmacoldgicos,
e muito utilizada na medicina popular de diversos paises. Tem ocupado uma posicdo de
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destaque para prospeccdo de compostos medicinais devido a sua riqueza de componentes
quimicos, sendo uma das espécies mais promissoras para a industria farmacéutica
(TOMASSINI et al., 2000).

Extratos preparados a partir das raizes de P. angulata demonstraram potentes atividades
antiinflamatdrias/imunomoduladoras (SOARES et al., 2003) e antineopléasicas (CHIANG et al.,
1992). As propriedades farmacologicas da P. angulata sdo atribuidas, em grande parte, as
fisalinas, que exercem atividades antiparasitarias, antivirais, antineoplasicas, entre muitas
outras (TOMASSINI et al., 2000). Ja foram isoladas de raiz, caule e folhas as fisalinas B, G,
D,E,F, H, I, KeU(HEetal., 2007; DAMU et al., 2007).

O presente estudo investigou a atividade do extrato etandlico do caule de Physalis
angulata (EEPA) em culturas de células de glioblastoma murino. Pesquisas com o uso do EEPA
em células C6 € inédito, portanto, buscamos contribuir com o desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas no tratamento dos glioblastomas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 INTRODUCAO AO SISTEMA NERVOSO E COMPOSICAO CELULAR

O sistema nervoso € um sistema de oOrgdos sofisticados e complexos. Possui duas
divisbes: o sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é
formado pelo encéfalo (cérebro, cerebelo e tronco encefalico) e medula espinhal, jA o SNP é
formado por nervos e células nervosas que ficam situadas fora do encéfalo e medula espinhal
(BEAR et al., 2017).

O sistema nervoso central (SNC) apresenta a maior diversidade celular dos organismos
vivos. Possui uma estrutura bilateral simétrica dividida em sete partes principais: medula
espinal, medula oblonga, ponte, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo e hemisférios cerebrais. O
SNC contém uma extensa rede vascular na qual residem células mieloides circulantes, como
monacitos, granuldcitos e células dendriticas (GOMES et al., 2013; Ll et al., 2017; KANDEL,
2014).

Tanto no SNC como no SNP, os neurdnios possuem uma inter-relacdo com as células
da glia, também chamada de neurdglia. A neurdglia abrange células astrocitarias,
oligodendracitos, células ependimarias, células NG2 e a microglia. H& alguns anos, acreditava-
se que a propor¢cdo de neurdnios era menor que da neurdglia. Sabe-se que o numero de
neurdnios e células gliais sdo similares, sendo cerca de 86 bilhdes de neurdnios e 85 bilhdes de
células gliais (HERCULANO-HOUZEL, 2014; MACHADO & HAERTEL, 2014; PAUKERT
& BERGLES, 2006) (Figura 1).

CELULAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

".,,' R "\ Neuronio
NG2
= Oligedendrdcitos
ub/ ay\ 2
o o

/ X ,} *

~

Astrécitos

Microglia

Figura 1. Os principais tipos de células do SNC englobam as células neuronais (neurénio) e as células da glia
(astrécitos, microglias, oligodendrdcitos e células NG2). Autoria: Brenda Valerio
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Dentre a neurdglia, os astrocitos, oligodendrocitos e células NG2 integram a chamada
macroglia, que possuem origem ectodermal, e a microglia de origem mesodermal. Tanto a
macroglia quanto a microglia estdo dispostas entre os neurénios (MACHADO & HAERTEL,
2014; RANSOM & KETTENMANN, 1990).

O neurdnio, unidade fundamental do SNC, possui a funcdo basicamente de captar,
processar e enviar diversas informacdes a partir de impulsos elétricos, ou seja, modificaces no
potencial de membrana. So células altamente excitaveis que se comunicam com outras células
efetoras. Morfologicamente, sdo formados por uma soma, dendritos e o axénio (MACHADO
& HAERTEL, 2014; BEAR et al., 2017).

A comunicacdo entre um neurbnio e outro é realizada por meio de uma transmissao
sinaptica, onde a informacdo é repassada na forma de impulsos elétricos ao longo do ax6nio, e
transformada em sinal quimico, também chamado de neurotransmissor. J& a capacidade de
desempenhar fungdes, como realizar um movimento, ter uma sensa¢do, memdria ou um
pensamento, sao realizados a partir de um conjunto chamado circuitos neuronais. Estes circuitos
envolvem neurdnios em diferentes locais, mas que quando ativados irdo promover alguma
funcéo (BEAR, 2017; LENT, 2010).

Os astrocitos sdo assim chamados por possuirem morfologia estrelada. Sdo as células
mais abundantes dentre a neurdglia, constituindo cerca de 85-90% do total celular. Tem funcgdes
de sustentacdo, isolamento neuronal, bem como importancia para a fungdo neuronal, onde
participam do controle nos niveis de potéssio, recaptacdo de neurotransmissores e
armazenamento de glicogénio. Essas células também fazem parte da constituicdo da barreira
hemato encefalica (BHE) (HE & SUN, 2007; MACHADO & HAERTEL, 2014; ZHOU et al.,
2019).

Os oligodendrdcitos, por sua vez, possuem poucos prolongamentos e sao responsaveis
pela producdo e manutencédo da bainha de mielina nos axénios do SNC, essenciais para a rapida
conducdo dos sinais elétricos no SN. Ja as células NG2 atuam como células-tronco no encéfalo,
podendo se diferenciar tanto em neurdglia quanto em neurénios (MACHADO & HAERTEL,
2014; CAl et al., 2005; KREBS et al. 2013).

As microglias sdo a populacdo macrofagica residente do SNC e principais células
imunes nervosas, extensivamente estudada até os dias atuais por ser uma das principais
responsaveis pela manutencdo da homeostase cerebral, formando uma rede que abrange todo o
SNC (GINHOUX et al., 2010; EL KHOURY, 2010; LAWSON et al., 1990).
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2.2 Gliomas

Os canceres do SNC representam de 1,4 a 1,8% de todos os tumores malignos no
mundo. No Brasil, os tumores do SNC ocupam o 8° lugar em termos de frequéncia (INCA,
2017), e no ano de 2020 no Brasil, ocorreram 11.090 novos casos, sendo 5.870 em homens e
5.220 em mulheres (INCA, 2020).

A incidéncia de neoplasias do SNC no Brasil no ano de 2014 no sexo feminino foi de
4,05 novos casos por 100 mil habitantes, correspondente a 1,5% de todas as neoplasias
ocorridas deste ano. J& a incidéncia para individuos do sexo masculino € um pouco maior, cerca
de 5,7 novos casos por 100 mil habitantes, o que corresponde a 1,6% do total de neoplasias para
0 ano de 2014 (INCA, 2014).

Glioma é uma nomenclatura geral utilizada para descrever tumores cerebrais primarios
de células gliais. Sao classificados em grau de | a IV de acordo com o nivel de malignidade. O
astrocitoma grau IV ou glioblastoma multiforme € o tipo mais agressivo do tumor, altamente
vascularizado, de crescimento rapido e bastante invasivo (HOLLAND, 2000; JOVCEVSKA et
al., 2013; LOUIS et al., 2007; VANDENBERG, 1992).

O glioblastoma multiforme mata cerca de 225 mil pessoas ao ano, e representa mais de
60% dos tumores cerebrais em adultos. O progndstico para este tipo de tumor é uma sobrevida
de aproximadamente 14-15 meses ap0ds o diagnostico (HANIF et al., 2017). De acordo com
Hanif et al. (2017), os gliomas s&o a neoplasia mais comum relacionada ao SNC, constituindo
cerca de 80% de todas as malignidades cerebrais. Os gliomas malignos sao os responsaveis por
2,5% das mortes por cancer e sao a terceira principal causa mortis por cancer em pessoas na
faixa etaria de 15 a 34 anos de idade (SALCMAN, 1990).

O que leva ao desenvolvimento de um glioma é um assunto controverso, no entanto
existem diversos fatores que contribuem para o seu surgimento no SNC, sendo as principais
causas: anormalidades e/ou auséncia de controle da divisdo celular, mutacGes genéticas e altas
doses de irradiagdo (SCHWARTZBAUM et al., 2006; OZEKI et al., 2010).

Os glioblastomas séo tumores com alta capacidade migratoria, invasiva e proliferativa
no tecido saudavel, o que prejudica muito no estabelecimento de protocolos terapéuticos. Essas
caracteristicas sdo atribuidas ao microambiente pré-inflamatorio circulante, que é composto por
fatores de crescimento e mediadores inflamatorios, liberados pelas células tumorais. A secrecéo
de moléculas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, oxido nitrico (NO), espécies reativas
de oxigénio (EROS) e metaloproteinases de matriz (MMP) sdo exemplos de moléculas

sintetizadas e secretadas pelas células de defesa, assim como pelas células tumorais, que
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participam da composicéo bioquimica e pro-inflamatdria no microambiente tumoral (ANJUM
etal., 2017; AGARWALA & KIRKWOOD, 2000; YANG et al., 2010).

A abordagem terapéutica para os glioblastomas, assim como para outros tipos de
tumores cerebrais, ¢ multidisciplinar. Novos agentes terapéuticos tém sido sugeridos e
pesquisados com o objetivo de aumentar a eficacia dos tratamentos convencionais e diminuir
0s possiveis efeitos colaterais. A resseccao cirdrgica para os glioblastomas € limitada devido
ao tumor se localizar em regides vitais do corpo. Além disso, a alta propriedade infiltrante
facilita a sua maior recorréncia, impossibilitando a retirada cirdrgica de todo o tumor
(HILDEBRAND et al., 1997; VANDIER et al., 1998; SOFFIETTI, et al., 2007).

Um grande empecilho no tratamento dos glioblastomas é a incapacidade de muitos
quimioterapicos atravessarem a barreira hematoencefalica, em funcdo da sua atuacdo em
proteger o cérebro de substancias quimicas presentes no sangue, regulando a passagem de
moléculas a fim de manter a homeostase cerebral (NATSUME & YOSHIDA, 2008; LENT,
2010).

2.2.1 O sistema imune X microambiente tumoral

No desenvolvimento de um cancer, existe um processo microevolucionario onde uma
célula maligna possui a capacidade de reprogramar seu metabolismo para alimentar o rapido
crescimento e trocar sinais moleculares com a microbiota local para evadir da resposta imune
do hospedeiro, criando assim um chamado “microambiente do tumor”. A comunicacio
realizada entre as células sadias e as células tumorais é fundamental para o estabelecimento do
microambiente tumoral (Figura 2) (HANAHAN & WEINBERG, 2011; SPANOA et al., 2012;
ZHENG et al., 2018).

Células tronco cancerigenas

Células associadas ao cancer % ; Célula cancerigena
Célula endotelial Ny
e E Células imunes
Pericitos—" inflamatonas
O | Cétulas locais, células 8}
@ | tronco derivadas de
@ | medula dssea e células Célula cancerigena invasiva
@ | progenitoras

Figura 2. Componentes celulares do microambiente tumoral. Adaptada de HANAHAN; WEINBERG (2011).
A resposta imune presente no microambiente tumoral é considerada dindmica e

heterogénea. A imunovigilancia do cancer foi primeiramente proposta por Macfarlane Burnet
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nos anos de 1950 e é bem estabelecida atualmente. Dispde que existe uma funcao fisioldgica
do sistema imune em reconhecer e debelar clones de células transformadas antes que se
desenvolvam em tumores, e também sdo capazes de eliminar tumores mesmo depois de
formados. Porém esta reatividade imune pode ser prejudicada por inimeros motivos, fazendo
com que as células tumorais escapem da destruicdo (ABBAS et al., 2019; MANTOVANI et
al., 2008).

As respostas imunes frequentemente falham na prevencéo do crescimento de tumores,
0 que se da a partir do desenvolvimento de mecanismos especializados em evadir as respostas
imunes do hospedeiro. Esses mecanismos resultam na reducdo do reconhecimento da célula
maligna ou na resisténcia aos efeitos citotoxicos do sistema imune (SCHREIBER et al., 2011).

A evasdo ao sistema imune pode acontecer por diversos mecanismos, como regulagao
negativa da expressdo das moléculas do MHC, crescimento de células que ndo expressam
antigenos tumorais, producdo de substancias imunossupressoras sollveis, engajamento de
receptores de inibicdo em linfocitos por seus ligantes que sdo expressos em células tumorais e
inducdo de células T reguladoras (ABBAS et al., 2019).

Pacientes portadores do glioblastoma s&o sistemicamente imunossuprimidos
(MAHALEY et al., 1977; DIX et al., 1999) a partir de fatores secretados pelo tumor, como
TGF-2 (fator de crescimento transformador 2) e PGE2 (prostaglandina E2), que tém como
objetivo tornar o ambiente favoravel ao crescimento e disseminacéo do tumor no SNC. Estes
fatores possuem multiplos efeitos imunossupressores, sendo a supressdo da proliferacdo
linfocitaria a mais marcante, afetando a contagem de linfécitos T CD4, tornando-a reduzida,
além de suprimir as funcGes das células T (GUSTAFSON et al., 2010; SIEPL et al., 1988;
KUPPNER et al., 1989; FONTANA et al., 1982; SAWAMURA et al., 1990; KUMAR, 2006;
COELHO et al., 2016).

O sistema imunologico ndo somente protege o hospedeiro contra a formacdo de
tumores, mas também é capaz de modular um tumor ja estabelecido, selecionando variantes
com imunogenicidade reduzida, além de promover o crescimento tumoral via inflamacéo
crbnica persistente. A presenca da inflamacéo cronica mantém um microambiente pro-tumoral
gue pode contribuir na progressdo, sobrevida, angiogénese, invasdo e metastase do tumor
(FELLER et al., 2013).

Além do papel do sistema imunoldgico na erradicagdo tumoral, existe também a
contribuicdo para o crescimento de alguns tumores solidos. O sistema imune inato pode ser

diretamente associado ao desenvolvimento de um tumor, como visto na ativacdo cronica de
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células imunes inatas que irdo desencadear angiogénese e remodelamento dos tecidos, o que
favorece o crescimento e disseminacdo tumoral (ABBAS et al., 2019).

Além dos fatores imunossupressores, os glioblastomas também secretam fatores
imunomoduladores, como IL-6 (interleucina 6) e CSF-1 (fator de estimulagdo de coldnias 1)
com importantes funcbes imunitarias de mudanca da imunidade adaptativa para respostas
humorais (T Helper 2) que sdo menos eficazes contra tumores solidos (PARNEY et al., 2011;
HAO et al., 2002; BENDER et al., 2010).

A producéo de citocinas e quimiocinas inflamatorias, como a IL-1, IL-6 e IL-8 estéo
relacionadas ao efeito paradoxal da inflamacgéo no crescimento dos tumores. Esses mediadores
recrutam neutrofilos e macréfagos que produzem outras citocinas que estimulam a proliferacédo
do tumor, bem como a angiogénese necessaria para a rapida proliferacdo celular (ROITT &
DELVES, 2013).

Os tumores estimulam respostas imunes adaptativas especificas que podem prevenir ou
limitar o crescimento e disseminacdo tumoral. Essas respostas imunes adaptativas sdo induzidas
e reguladas por células dendriticas, sendo estas fundamentais no reconhecimento e captagdo de
antigenos no local do tumor primario, que dard inicio a migracdo para os linfonodos e
maturacdo (ABBAS et al., 2019; PALUCKA; BANCHEREAU, 2012; COLLIN et al., 2013).

Zhang et al. (2008) demonstraram que pacientes com glioblastoma possuiam
diminuicdo de células dendriticas imaturas, o que sugere defeitos na capacidade de apresentacdo
de antigenos. A complexidade celular atribuida aos tumores gliais de alto grau é resultado do
recrutamento de células ndo gliais no microambiente tumoral, 0 que contribui para a
complexidade da estrutura-alvo oncoldgica (WESTPHAL; LAMSZUS, 2017).

2.2.2 Linhagem celular C6 derivada de glioblastoma

As linhagens celulares representam uma alternativa atil para o estudo de causas e
tratamentos de uma variedade de doencas de cunho neuroldgico. Linhagens celulares como a
GL-15, U251 de glioblastoma humano e a C6 de glioma murino permitem o estudo in vitro de
viabilidade celular e mecanismos de agdo moleculares, configurando uma importante
ferramenta na prospeccdo de novos farmacos (CASTIGLI et al., 2006; GREENE &
TISCHLER, 1976).

Benda et al. (1968) estabeleceu a linhagem C6 através da administracdo repetitiva de
metilnitrosoureia (MNU) em ratos Wistar adultos. O modelo C6 de glioma de rato é um dos

modelos experimentais mais utilizados na pesquisa neuro-oncologica para avaliar o



25

crescimento e invasdo dos gliomas de alto grau, bem como analisar as caracteristicas do glioma
tais como desenvolvimento, migracéo e angiogénese (BING et al., 1990; GIAKOUMETTIS et
al., 2018).

A linhagem C6 apresenta morfologia astrocitica e € bastante utilizada em experimentos
de Neurobiologia (Figura 3). Tem sido muito utilizada para estabelecer um modelo que simula
0 glioblastoma humano, pois possuem fendtipo semelhante ao do glioblastoma multiforme
humano (COHEN et al., 1990; GIERYNG et al., 2017; GROBBEN et al., 2002).
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Figura 3. Fotomicrografia das linhagens celulares C6 sob condic¢des padrdo. Fonte: SALEH et al. (1996).
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O padrdo de evasdo imunoldgica visto no glioblastoma multiforme humano possui
genes relacionados com a invasdo e imunossupressao gerada nos gliomas de células C6. Sendo,
portanto, o modelo de glioma C6 considerado um bom modelo de hospedeiro imunocompetente
para estudos in vivo e é amplamente utilizado em estudos que investigam o crescimento e
invasdo tumoral, bem como a eficacia dos medicamentos antitumorais (GIERYNG et al., 2017).

O modelo de glioma C6 apresenta uma diversidade de proteinas, fatores de crescimento
e Seus receptores expressos que constituem alvos para a investigagdo tumoral. Dentre 0s
marcadores moleculares mais comumente estudados para glioblastomas, temos o receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR) (STOCKHAUSEN et al., 2014).

O EGFR é uma glicoproteina transmembrana e membro do receptor da superfamilia
tirosina quinase, e sdo expressos em altos niveis em Varios tipos de canceres. Alteracdes em
genes do EGFR foram identificados em gliomas, especialmente em glioblastomas. O EGFR

possui funcdo na regulamentacdo de migracao e diferenciacéo de células-tronco neurais (NSC),
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sendo encontrado expresso em areas neurogénicas (GULLICK, 1991; SAADEH et al., 2018;
STOCKHAUSEN et al., 2014).

Fatores angiogénicos, tais como o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e
bFGF (fator de crescimento fibroblastico basico) participam do crescimento tumoral através
dos receptores de tirosina cinase e MMPs, temos seus receptores, respectivamente, como o
VEGFR (receptor do fator de crescimento vascular endotelial) e FGFR (receptor do fator de
crescimento fibroblastico) (AUGUSTE et al. 2001; KIRSCH et al. 1998; MILLAUER et al.
1994; TAMAKI et al. 1998).

Para tanto, a maior parte das investigacdes acerca do glioma por C6 tém sido centradas
em testar uma diversidade de agentes com atividades tumoricidas (GIAKOURMETTIS et al.
2018).

2.3 PHYSALIS ANGULATA L.

P. angulata é uma planta nativa da Amazonia e regido andina, podendo ser encontrada
em todo o territério brasileiro, com maior incidéncia na regido Norte e Nordeste. Pode receber
varias denominac@es populares a depender da regido, como “camapu”, “baldozinho”, “joa-de-
capote” ou “camambu”. Pertencente a familia Solanaceae e distribuida em todo o mundo, conta
com cerca de 96 géneros e 2.3000 espécies conhecidas (BRANCH & SILVA, 1983,
HUNZIKER, 2001; MUNIZ et al. 2011).

A espécie P. angulata é utilizada na medicina popular de diversos paises,
principalmente da América do Sul, e ao longo dos anos vém sendo alvo de muitos estudos por
conterem substancias de alto valor farmacoldgico, como flavonoides e esteroides em suas
folhas, frutos, caule, calices e raizes (CHAVES et al., 2005; MOSCHETTO, 2005; SILVA &
AGRA, 2005; TOMASSINI et al., 2000; MIER-GIRALDO et al., 2017).

As espécies do género Physalis possuem importantes atribuicGes econdmicas e
etnofarmacoldgicas, sendo utilizadas para diversas finalidades, como agdo antiinflamatoria,
antitumoral, antimicrobiana, imunomodulatdria, antioxidante, sedativa, analgesica, diurética,
antiasmética, hipotensora, antiviral, tuberculostatica, moluscicida, antitripanossomicida,
leishmanicida e antimalarica (AGRA et al., 2007; ALMEIDA, 1993; ARANGO et al., 2010;
GUIMARAES et al. 2009; LOPES et al., 2006; TOMASSINI et al., 2000; WU et al., 2005;
WU et al., 2006).

A P. angulata € uma erva de aproximadamente 50 cm de altura, com caracteres
herbaceos e de habito perene, e possui como caracteristica marcante o fruto estar encerrado em
um célice (Figura 4) (SILVA & AGRA, 2005; TOMASSINI et al., 2000).
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Figura 4. (A) Aspecto visual do ramo da planta; (B) Aspecto visual dos frutos; (C) Aspecto visual da flor. Fonte:
Compilacéo da autora. Montagem a partir de imagens coletadas nos sites Natureza Bela, Flickr e Globo.

2.3.1 Principais componentes farmacoldgicos presentes na P. angulata

Ja foram isolados flavonodides (campferol, quercetina e rutina), alcaldides, acido
ascorbico, carotenoides e alguns tipos de esteroides dessa planta. O principal grupo de
esteroides encontrados sdo as fisalinas, presentes nas raizes e folhas. O potencial farmacolégico
das fisalinas sdo decorrentes da semelhanga quimica com os glicocorticoides, o que confere a
essa substancia diversas func¢bes (LOPES et al., 2006; SOARES et al., 2003; TOMASSINI et
al., 2000).

Quimicamente, as fisalinas sdo denominadas lactonas sesquiterpénicas esteroidais e
possuem moléculas de estruturas bastante complexas (Figura 5). Por se tratarem de metabdlitos
secundarios, as fisalinas sdo pouco abundantes, o que representa menos de 1% do carbono total
das plantas (FUMAGALI et al., 2008; TOMASSINI et al., 2000).

A atividade antitumoral das fisalinas é alvo de pesquisas e especulacdes. Taylor (2006)
relatou em suas pesquisas a forte atividade citotdxica in vivo e in vitro das fisalinas em diversos
tipos de células cancerigenas (TOMASSINI et al., 2000).
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Figura 5. Estrutura basica das fisalinas. Fonte: FREITAS (2019).

A atividade antineoplasica da fisalina F foi demonstrada em ensaios in vitro com cinco
linhagens de células cancerigenas humanas de hepatoma (HA 22 T), cérvix uterina (HeLa),
nasofaringe (KB), célon (Colo-205) e pulmao (Calu-1). A fisalina F também manifestou efeito
antineoplasico in vivo contra células P 388 na leucemia linfocitica em camundongos (CHIANG
etal., 1992).

A fisalina B foi estudada por Chiang et al. (1992a) e Chiang et al. (1992b) e como
resultado verificaram a atividade antitumoral deste componente. Em trabalho de Ribeiro et al.
(2002) foi demonstrado efeito antineoplasico do extrato etandlico de P. angulata, mostrou uma
significativa inibicdo de células de linfoma de camundongos e carcinoma de Erlich. A partir do
extrato metandlico de P. angulata, foi evidenciada no trabalho de HSIEH et al. (2006) a
atividade apoptdtica e anti proliferativa de células de cancer de mama.

Para as fisalinas B, F e G foi apontada uma potente atividade de imunossupresséo de
macrofagos, além da inibigdo in vitro da atividade de esplendcitos e a rejeicao ao transplante
halogénico in vivo (SOARES et al., 2003; SOARES et al., 2006). Acerca das atividades
antiinflamatdrias e imunomoduladoras atribuidas aos componentes de P. angulata, Soares et
al. (2003) demonstrou a acdo das fisalinas B, F e G como potentes inibidores da producéo de

NO de 90-100% por macréfagos ativados por LPS e IFN-y.

Compostos fendlicos, como os polifenois, flavonoides, esteroides e fisalinas possuem
uma acdo direta na capacidade antioxidante, citotoxica e antitumoral. Diversos estudos

comprovam que os extratos derivados de plantas podem apresentar efeitos antitumorais em
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modelos celulares, sendo os compostos fenolicos muitas vezes atribuidos a essas fungdes
(CROZIER et al., 2006; MIER-GIRALDO et al., 2017).

Li & Fu (2004) afirmam que os compostos fendlicos representam substancias
promissoras para a terapia contra o cancer, por induzir morte celular e de células tumorais. Em
estudos de Mier-Giraldo et al. (2017) foram avaliados o0s potenciais citotoxicos e
imunomoduladores de extratos do fruto de Physalis peruviana em cultura de células de cancer
cervical (HeLa) e células de fibroblastos (L929). Os resultados apontaram que pode haver
relacdo entre o teor total de polifendis com a atividade antioxidante e citotdxica, no entanto, ira
depender do tipo de solvente utilizado para a obtencdo dos extratos. Foram demonstrados
potencial anti- cancerigeno e imunomodulador dos extratos, que indica potencial para o
desenvolvimento e prospeccao de novos produtos farmacéuticos.

Os flavonoides compdem o grupamento mais numeroso de moléculas dentro dos
metabolitos fendlicos secundarios, difundidos através do reino vegetal. Possuem em sua
estrutura a presenca de trés anéis aromaticos. Esses compostos podem ser encontrados em
diversas espécies vegetais e possuem a capacidade de atravessar a Barreira Hemato-Encefélica
(BHE). Por esse motivo, despertaram a atencdo da comunidade cientifica pela possibilidade de
atuar como um agente antiglioma (CAROCHO & FERREIRA, 2013; ANSARI et al., 2009;
FORMICA & REGELSON, 1996; FARIA et al., 2012).

A rutina é um flavonoide que pertence a sub-classe dos flavonois, e possui importantes
propriedades farmacoldgicas. E um composto abundante nas espécies de feijio brasileiro
Dimorphandra mollis Benth, conhecido popularmente como faveiro. Possui atividades
antiproliferativas, pré-apoptéticas e morfogénicas nas células de glioblastoma humano (GL-15)
(TRANCHIMAND et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Em trabalho recente do nosso grupo de pesquisa, Bispo da Silva et al. (2020),
investigaram as propriedades antitumorais dos flavonadis rutina e quercetina em monocultura de
células C6 de glioblastoma e em co-cultura de C6. Foi observado que ambos os flavonoides
induziram a inibig&o da proliferagéo de células tumorais e diminui¢do da migragéo celular. Foi
demonstrado também que a rutina induziu a diferenciacéo em cultura celular de glioblastoma e
capacidade inibitdria do crescimento celular. Sugeriu-se que, a partir desses resultados, a rutina
pode ser um possivel candidato para o tratamento de gliomas malignos.

A isorhamnetina é um flavonoide presente em diversas plantas, frutas e vegetais. Possui
um amplo espectro de efeitos farmacologicos, como atividades anti-inflamatorias, antioxidante,

capacidade citoprotetora, efeitos cardiovasculares, antiproliferativos e antitumoral (DOU et al.,
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2014; KUTI, 2004; YANG et al., 2013; SAUD et al., 2013; DING et al., 2012; TENG et al.,
2006).

A atividade antitumoral exercida pela isorhamnetina foi demonstrada em diversos
estudos com diferentes células tumorais, como em células de cancer cervical humano (WEI et
al., 2018), cancer de pulméo (RUAN et al., 2015), cancer de célon (ANTUNES-RICARDO et
al., 2014), cancer de mama (HU et al., 2019), cancer de pancreas (WANG et al., 2018) entre

outros canceres.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do extrato etanolico do caule de Physalis angulata em cultura de células de
linhagem C6 murina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar os efeitos citotoxicos do EEPA nas células de glioblastoma multiforme de rato (C6)

Comparar os efeitos do EEPA no metabolismo mitocondrial nas células de glioblastoma

multiforme de rato (C6).

Investigar o efeito do EEPA na migracédo e progressdo nas células de glioblastoma multiforme
de rato (C6).

Avaliar e quantificar a expressdo da proteina EGFR na cultura de células de glioblastoma

multiforme de rato (C6) moduladas com o EEPA.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Neuroguimica e Biologia Celular
(LabNgq), localizado no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) e Laboratorio de Bioguimica e Imunologia Veterinaria (LBIV) da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

4.1 EXTRATO ETANOLICO DE PHYSALIS ANGULATA

O espécime da Physalis angulata foi obtido do campo experimental da Universidade
Federal do RecOncavo da Bahia, na cidade de Cruz das Almas - BA, Brasil.

Apos a coleta da planta, todo o procedimento foi realizado por Freitas (2019). O material
foi higienizado e colocado em estufa de circulacdo de ar para realizar a secagem.
Posteriormente, os caules foram triturados em moinho de facas para obter 500g de matéria seca
triturada. Em seguida, foi feita a extragdo dos metabolitos secundérios através da maceracéo
exaustiva em etanol P.A, sendo realizadas coletas a cada 72 horas do solvente, que foi filtrado
e substituido, e esse procedimento foi repetido 3 vezes. O contetdo obtido nas extraces passou
por destilacdo do solvente em evaporador rotatdrio, sob pressdo reduzida a uma temperatura
média de 50° C. Para que houvesse evaporacdo total do etanol, o extrato obtido foi colocado

em capela de exaustdo e pesado diariamente até ndo mais apresentar variagdo na massa.

4.2 ANALISE QUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DE PHYSALIS
ANGULATA

O extrato etandlico bruto de P. angulata foi analisado quimicamente por Freitas (2019)
e obtido através de espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas (EM-EM).
Foi identificada a presenca de compostos em duas faixas estruturais, que foram comparadas
com dados da literatura, possibilitando caracterizar estruturalmente estes compostos. Foram
identificados compostos da classe das physalinas (A, B e E) bem como compostos da classe

dos flavonoides glicosilados (rutina e isorhamnetina) (Anexo 1).

4.3 Modelos de estudo
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4.3.1 Cultura de células C6 de glioblastoma

As culturas de células confluentes, cultivadas em placas de 100mm foram descoladas
utilizando-se solucédo de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% diluidos em PBS, e replaqueadas em
placas de poliestireno de 4cm de didmetro de 24 ou 96 pocos (TPP) a uma densidade de 2x10°
celulas/cmz em meio Dulbecco modificado (DMEM, Cultilab) suplementado com 10% de SFB,
0,011¢/L de acido piravico, 2nM de L-glutamina, 200Ul/mL de penicilina G e 7mM de glicose,
incubadas a 37° C em atmosfera umida controlada contendo 5% de CO2.

Passadas 24 horas apds o plaqueamento das células, estas foram tratadas com o EEPA

nas concentracdes 0,5ug/mL, 1pg/mL e 2,5 pg/mL e mantidas por um periodo de 24 horas.

4.4 ENSAIOS

4.4.1 Citotoxicidade avaliada por MTT

O teste de citotoxicidade por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) em cristais de formazan, analisa a viabilidade celular por meio da funcdo do
metabolismo mitocondrial. Para isso, as células apdés modulacdo de 24 h, foram lancadas em
placas de cultivo de 96 pogos, adicionados 100 pL de solugdo de MTT (Sigma, M2128) em
cada pogo, a uma concentragdo final de 1mg/mL e incubadas em estufa com atmosfera
umidificada com 5% de CO? a 37°C durante 2h.

Apos a incubagdo, foram adicionados 100 pL/poco de tampé&o de lise (pH 4,7) (20% de
SDS e 50% de DMF). As placas foram mantidas overnight em temperatura ambiente e
protegidas da luz. Posteriormente, as placas foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro
a 540 nm para quantificacdo da absorbancia de radiacao.

4.4.2 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para a dosagem do Oxido nitrico, foi utilizada a reacdo colorimétrica de Griess, que
consiste na mensuragdo de nitrito (NO2), um metabolito resultante da oxidacdo do NO,
encontrado nos sobrenadantes da cultura previamente coletados.

Ap0s o periodo de modulacéo de 24 horas, 0 meio de cultura foi recolhido e distribuido,
em triplicata, em placa de 96 pocos. Foram adicionados 50uL de solugdo de Griess (1% de
sulfanilamida e 0,1% de naftil-etilenodiamina (NEED) em 2,5% de &cido fosférico) em todos

0s pocos. Nesta reacdo, o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido. O composto diazo
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formado, reage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina, gerando um produto de
coloracgdo rosea. Apds acrescidos os reagentes, sera realizada a medicao da absorbancia a 540

nm em leitor de placas.

4.4.3 Coloragao Rosenfeld

Ap0s o periodo de tratamento de 24 horas, as células foram lavadas trés vezes com PBS,
fixadas e permeabilizadas com metanol a -20°C por 10 minutos. As células fixadas foram
coradas segundo o protocolo estabelecido por Rosenfeld (1947). O reagente foi adicionado as
placas contendo as células previamente tratadas em volume suficiente para cobrir
completamente o tapete celular. Decorridos 3 minutos, foram adicionadas 20 gotas de agua
destilada a solucéo corante, deixando agir por 20 minutos em temperatura ambiente. As placas
foram entdo lavadas em agua corrente e secas ao ar livre. Apds secar em temperatura ambiente,
as celulas foram examinadas no Microscopio Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc.,
Americas) em objetiva de 20x e fotografadas com Camera Leica (DFC7000 T com o software

Leica Application Suite).

4.4.4 Ensaio de migracao das células C6 moduladas com EEPA

Para avaliacdo do potencial do EEPA em inibir a migracdo das células de C6, foi
realizado um ensaio em monocamada celular. As células tumorais foram plaqueadas em placas
de 24 pogos (TPP) a uma concentracdo de 30 mil células/poco. Apds a formacdo da
monocamada celular confluente, foi promovida uma lesdo uniforme com o auxilio de uma
ponteira de 200ul no tapete celular. Em seguida, foi realizada uma lavagem das células com
PBS estéril para retirada das células desprendidas durante a lesdo. Em seguida, as placas foram
moduladas nas concentragdes de 0,5ug/mL, 1pg/mL e 2,5 pg/mL em meio de cultura DMEM
sem SFB e o controle foi com DMSO 0,1%.

Apos 0, 24 e 48 horas, as células foram observadas em microscopio de contraste de fase
(Nikon TS-100) e em seguida, fotografado por cAmera digital (Nikon E-4300). A migracdo
celular foi avaliada por software ImageJ (NIH, Bethesda, MD) a partir da distancia entre as

margens celulares.
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4.4.5 Andlise imunocitoquimica da expressdo da proteina EGFR

ApOs a exposicao ao EEPA nas concentragoes 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 2,5 pg/mL durante
24 horas, 0 meio de cultura foi desprezado e os pocos com tapete celular foram lavados por trés
vezes com PBS em pH 7,4. As células foram entdo fixadas e permeabilizadas com metanol
durante dez minutos a -20°C. O excesso de metanol foi desprezado e as placas ficaram abertas
até a completa evaporagdo do metanol.

A seqguir, as células foram reidratadas com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 a
0,2% e bloqueadas com SFB a 10% por 1 hora, e incubadas com o anticorpo primario 1gG anti-
EGFR produzido em coelhos (1:500 Santa Cruz) durante 3 horas em camara Umida.

Decorrido o tempo de incubacdo dos anticorpos primarios, as células foram lavadas trés
vezes com PBS e incubadas com o anticorpo secundario anti 1gG de coelhos na proporcéao de
(1:500) por 1 hora a temperatura ambiente.

Apds o tempo de incubagdo, os nucleos celulares foram corados com o agente
intercalante de DNA fluorescente 4 ,6-diamidino-2- phenilindol diidroclorido (DAPI,
Molecular Probes, Eugene, OR) (5pg/mL) durante 5 min a temperatura ambiente. As células
foram entdo lavadas com PBS e fotografadas por microscopia de fluorescéncia Olympus BX-
2; Olympus, Melville, New York, USA.

4.4.6 Western Blotting

A expressdo de EGFR foi avaliada pela técnica de Western Blotting. A quantidade da
proteina de interesse foi previamente dosada pelo método de Lowry seguindo as recomendacdes
do fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

Para a realizagéo da eletroforese, foi utilizado 15ug de proteina de cada amostras que
foram preparadas em tampéo de Laemmli (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e desnaturadas a 100°
C durante 5 minutos. A corrida foi realizada em cuba de eletroforese contendo gel de migracéo
(H-0 destilada, Tris-HCI 1,5 M (pH 8,9), SDS 10%, Bis-acrilamida, PSA (100mg/mL) e
TEMED) e de empilhamento (H.O destilada, Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS 10%, Bis-
acrilamida, PSA (100mg/mL) e TEMED). O aparelho de eletroforese foi configurado a 180 V
durante 45 minutos para que ocorresse a corrida das proteinas no gel.

Apos a corrida, o gel foi transferido para uma membrana de PVDF (fluoreto de
polivinilideno; Immobilon-P, Millipore) previamente permeabilizada em metanol durante 15

segundos, H20 por 2 minutos e tampao de transferéncia 1x (Tris-glicina (10x), metanol e H.O
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destilada) por 5 minutos. A transferéncia para a membrana de PVDF ocorreu em 100 V durante
1 hora.

Posteriormente, as membranas foram bloqueadas durante 1 hora em temperatura
ambiente, sob agitacdo orbital, em solucéo a 5% de leite em pé desnatado com PBS-T 1%. Apos
o0 bloqueio, as membranas foram lavadas com PBS-T a 1%, e posteriormente, incubadas com
0s anticorpos primarios IgG anti-EGFR produzido em coelhos, na diluicdo de 1:500 a 4° C
overnight.

Decorrida a incubacdo, as membranas passaram por incuba¢do com o anticorpo
secundario durante 1 hora, conjugados com peroxidase (HRP) (1: 5000 em TBS-T, Bio-Rad).
A visualizacdo das bandas imunorreativas foi realizada através de scanner LAS 500 por
exposicdo de quimioluminescéncia utilizando o kit de substrato Imuno-Start HRP (Bio-Rad).

A quantificacéo das bandas foi obtida por densitometria e analisados através do software
ImageJ 1.33u (Wayne Rasband, Institutos Nacionais de Saude, EUA), e gerados os graficos da

area no programa GraphPad Prism 8.10 (California, EUA).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo programa estatistico GraphPadPrism 8.10
(California, EUA) e os dados expressos em média = desvio padrdo médio dos parametros

avaliados. A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk.

Para avaliar a diferenca estatistica dos dados paramétricos foi realizado o teste One Way
ANOVA. Para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal-Wallis. Os pos testes
utilizados foram o Dunn’s e Tukey. Os valores de P<0,05 foram considerados com significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS
5.1 EFEITO DO EEPA SOBRE O METABOLISMO CELULAR

O ensaio de MTT demonstrou que o tratamento por 24h com EEPA nas concentragdes
0,5 ug/mL a 1pg/mL ndo apresentou citotoxicidade para as células C6 (Figura 6). No entanto,
o metabolismo mitocondrial foi reduzido nas concentragdes de 5 pg/mL a 250 pg/mL quando
comparado com o controle. Diante disso, para 0os demais ensaios de protecdo, adotou-se as

concentragdes de 0,5 ug/mL, 1 ug/mL e 2,5 pg/mL (Figura 7).
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Figura 6. Andlise do efeito do EEPA no metabolismo de células C6 verificadas através do teste de MTT. A
significancia estatistica foi obtida utilizando o teste One way ANOVA seguido do pos-teste Dunn’s, com (*)
representando a diferenca estatistica entre o grupo controle e os demais grupos tratamento, com valor de p<0,05,
(***) p<0,001 e (****) p<0,0001.
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Figura 7. Analise do efeito do EEPA no metabolismo de células C6 verificadas através do teste de MTT nas
concentragdes determinadas. A significancia estatistica foi obtida utilizando o teste One way ANOVA para dados
paramétricos, seguido do pés-teste Dunn’s, com (*) representando a diferenca estatistica entre o grupo controle e
o0s demais grupos tratamento, com valor de * p<0,05, (**) p<0,001 e (****) p<0,0001.

5.2 MENSURACAO DO NO

A producdo de d6xido nitrico foi determinada através do nivel de nitrito no meio das
culturas nas diferentes condi¢des. Foi observado que na concentragdo 1 pg/mL houve um
aumento representativo da presenca de nitrito em relagdo ao grupo controle. Na concentracéo
0,5 ng/mL observa-se um discreto aumento quando se comparado ao controle. No entanto, na
concentragdo 2,5 pg/mL o valor do nivel de nitrito € proximo ao dos grupos controle. Também

se observou uma diminuicao consideravel no nivel de nitrito no controle por DMSO (Figura 8).
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Figura 8. Dosagem de nitrito em culturas de células C6 em culturas controle e DMSO, e as tratadas com EEPA
nas concentragdes de 0,5ug/mL, 1pug/mL e 2,5ug/mL por 24h. Os dados sdo apresentados em média = DP. A
significancia estatistica foi obtida utilizando o teste One way ANOVA para dados paramétricos e Kruskal Wallis
para dados ndo paramétricos, seguido do pés-teste Dunn’s. Com (*) representando a diferenca estatistica entre o
grupo controle e os demais grupos tratamento, com valor de * p<0,05, (**) p<0,001, e (#) representando a diferenca
estatistica entre o grupo DMSO e os demais tratamentos.

5.3 ALTERACOES MORFOLOGICAS E DE EXPRESSAO DE EGFR

Para verificar o efeito do EEPA sobre a morfologia em cultura de células C6 de
glioblastoma, realizou-se a marcacdo imunocitoquimica para EGFR e a colora¢do por método
Rosenfeld. Observou-se na marcagdo imunocitoquimica que nas culturas tratadas com o EEPA
no periodo de 24 h, ocorreu uma menor expressao do receptor EGFR nas células C6 nas

concentragOes 1 pg/mL e 2,5 pg/mL (Figura 9).
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A. DAPVEGFR B. DAPI/ EGFR

CONTROLE DMSO

C. DAPIVEGFR D. DAPI/ EGFR

Fs DAPI EGFR

Figura 9. Andlise da morfologia de C6 por método imunocitoquimico. Cultura de células C6 tratadas com EEPA
(0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 2,5 pg/mL) num periodo de 24 horas. Marcagdo imunocitoquimica para EGFR (em verde)
e DAPI (em azul). A - Condigdo controle (DMEM); B - Controle com DMSO 0,1 pg/mL; C - Tratamento com 0,5
pg/mL de EEPA; D - Tratamento com 1 pg/mL de EEPA; E - Tratamento com 2,5 pg/mL de EEPA.

J& na coloracdo por Rosenfeld, o controle por DMSO possui menos células que se
comparado ao controle. Na concentragdo 1 ug/mL as células apresentaram corpo celular maior
se comparado as outras concentragdes. Ja na concentragdo 2,5 pg/mL quando comparado ao
controle, as células apresentaram corpo celular menor e mais alongado. Nas concentragdes 1
ug/mL e 2,5 ug/mL, observa-se menos céelulas e presenca de prolongamentos menores e mais

finos (Figura 10).
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Figura 10. Analise da morfologia de C6 por método Rosenfeld. Culturas de células C6 tratadas com EEPA (0,5
pg/mL, 1 pg/mL e 2,5 pg/mL) num periodo de 24 horas. Coloragéo Rosenfeld. A - Condigéo controle (DMEM);
B - Controle com DMSO 0,1 pg/mL; C - Tratamento com 0,5 ng/mL de EEPA; D - Tratamento com 1 ug/mL de
EEPA,; E - Tratamento com 2,5 ug/mL de EEPA.

5.4 EFEITOS MIGRATORIOS DAS CELULAS C6

Nas diversas concentracfes, a partir de 24 h do inicio do experimento é possivel
visualizar a migracdo das células C6 para a zona de lesdo da monocamada. Nos grupos controle,
DMSO e 0,5 pg/mL houve o fechamento completo ao final do tempo de 48 horas. Nos grupos
das concentragfes 1 pg/mL e 2,5 ug/mL a migracdo das células para o centro da lesdo ao final
do tempo de 48 horas foi menor se comparada aos grupos controle e DMSO, nédo fechando a

area de lesdo ao final das 48 horas (Figura 11).
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Figura 11. Efeito dos controles (DMEM e DMSO) na cultura de células C6 sobre a migracao celular, avaliados
apos 0, 24 e 48 horas de experimento. Efeito das concentragdes 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 2,5 pg/mL na cultura de
células C6 sobre a migracgdo celular, avaliados ap6s 0, 24 e 48 horas de experimento. Culturas com 48 horas de
migracdo celular foram coradas pelo corante de Rosenfeld

A quantificacdo da migracdo celular pode ser realizada utilizando a distancia média da
largura da ranhura entre as suas extremidades. Para isso, foi utilizado o software ImageJ (NIH,

Bethesda, MD) medindo manualmente as imagens captadas no periodo de 48 horas ap6s o
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tratamento com as concentracdes determinadas e corado por método Rosenfeld. A area da lesdo
foi determinada no comprimento de milimetros (mm).

Como resultados da quantificacdo da area livre da lesdo nos diferentes grupos avaliados
(Figura 12), tivemos no grupo controle, a média de 0.135 mm; no grupo DMSO a média foi de
0.277 mm. J& na concentragdo 0,5 ug/mL a média foi de 0.232 mm; Na concentracao 1 ug/mL

a média foi de 0.895 mm; e na concentragao 2,5 ug/mL a média de 1.087 mm.
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Figura 12 Representagdo grafica da area de lesdo em mm referente ao comprimento entre as bordas do tapete
celular de C6. A érea foi medida manualmente no software ImageJ.

5.5 EXPRESSAO DA PROTEINA EGFR POR WESTERN BLOTTING

Foi demonstrado no imunoblotting a expressdo da proteina EGFR em todas as
concentragOes (Figura 13). Grupos controle e DMSO apresentaram alta expressdo da proteina
EGFR. No entanto, nas concentragdes 0,5 ug/mL, 1 ug/mL e 2,5ug/mL houve uma reducéo da
expressdo da proteina se comparado ao controle. A andlise dos dados foi realizada por
densitometria das bandas do Western blotting, através do software Imagel e plotadas em um

gréafico para quantificagdo (Figura 14).
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Figura 13. Expressdo de EGFR por western blotting. Bandas imunorreativas ao EGFR em grupo controle, DMSO
e concentragdes 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 2,5 pg/mL.
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Figura 14. Grafico da expressdo da proteina EGFR nas concentragdes controle, DMSO, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e
2,5 ug/mL. Para avaliar a normalidade, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. A significancia estatistica foi obtida
utilizando o teste One way ANOVA para dados paramétricos e Kruskal Wallis para dados ndo paramétricos,
seguido do pos-teste Dunn’s. Com (*) representando a diferenga estatistica entre 0s grupos controle e os demais
grupos tratamento, com valor de * p<0,05, (**) p<0,001.
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6 DISCUSSAO

Os produtos naturais sdo uma fonte ilimitada para a descoberta de drogas antitumorais.
As plantas tém sido a mais abundante fonte na obtencdo de drogas que tratam diversas formas
de cancer. A prospeccdo de compostos isolados de plantas, como os metabolitos secundarios,
servem para desenvolver estratégias no desenvolvimento de novos agentes com potencial
terapéutico (CRAGG & NEWMAN, 2005; GROSSO et al., 2013; PAN et al. 2010).

Os extratos de Physalis angulata tem sido objeto de estudos bioldgicos que o apontam
como detentor de func¢des antitumorais, antimicrobianas, antiinflamatorias, imunomoduladores,
tripanossomicida, anti-hepatoma, antinociceptivo, dentre outras funcdes (TOMASSINI et al.,
2000; CHOI & HWANG, 2003; WU et al., 2004).

A consequéncia de um amplo espectro de atividades atribuida as espécies do género
Physalis € sem divida atrelada a diversidade estrutural e funcionalizacdo apresentada pelos
vitaesteroides, que sdo lactonas esteroidais do grupo de metabolitos secundarios que
demonstram grande potencial para utilizagcdo na medicina a partir dos seus diversos efeitos no
organismo (RUNGELER et al., 1999; CARDENAS et al., 1994).

O presente estudo investigou os possiveis efeitos do uso do extrato etanélico extraido
de caule de Physalis angulata proveniente das fazendas experimentais da UFRB em células C6
de glioblastoma murino. Este extrato foi analisado quimicamente em estudos anteriores do
grupo (FREITAS, 2019), onde foi identificada a presenca dos flavonoides rutina e
isorhamnetina, e trés tipos de fisalinas (A, B e E).

No ensaio de MTT, onde é avaliada a capacidade das desidrogenases mitocondriais de
celulas vivas converterem o substrato em formazan, as enzimas permanecem ativas somente
em células vivas viaveis, portanto, a intensidade da cor violeta é proporcional ao nimero de
células vivas. Os resultados obtidos revelaram que o EEPA na concentracdo de 0,5 pg/mL
apresentou viabilidade celular igual ao do grupo controle. Ja nas concentragdes 1 pg/mL e 2,5
pug/mL houve uma leve reducdo da viabilidade, de 5% na concentragdo 1 pg/mL, e 8% na
concentracao 2,5 pg/mL. A reducao da viabilidade celular a partir do metabolismo mitocondrial
pode ser atribuida a atividade citotoxica promovida pelos compostos presentes no extrato.

Estudos feitos por Magalhdes (2006) demonstraram a atividade antiproliferativa para
extratos e fracdes de Physalis angulata em canceres como da CEM (leucemia — humana), HL-
60 (leucemia — humana), HCT-8 (célon — humana), MCF-7 (mama — humano), B-16
(melanoma murino), PC-3 (préstata), MDA-MB-231 e MDA-MB-435 (mama) e K-562

(eritroleucemia). O extrato etanolico da P. angulata apresentou uma concentracdo inibitdria
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média < 8,0 pg/mL em todas as linhagens celulares, o que determinou um elevado potencial
citotoxico.

Estudos feitos por Chiang et al. (1992a, 1992b), mostraram que o extrato etandlico de
P. angulata. possui atividade citotoxica em vérias linhagens leucémicas, como a HL-60, nas
células HelLa (utero) e Calu (pulmao). Wu et al. (2004), demonstraram que o extrato etandlico
de P. angulata foi capaz de inibir o crescimento de linhagens de células tumorais de figado
humano, para Hep G2 e PLC/PRF/5.

O oxido nitrico possui envolvimento em diversas reacdes organicas, e pode ser tanto
benéfico quanto tdxico, a depender da sua concentracdo. O NO é o mais importante mediador
citotoxico de células imunes no organismo. E um radical livre que pode ter funcdo tanto
oxidante quanto redutora. Apesar do potencial citotdxico, que vem a prejudicar as células
sanguineas, 0 NO também assume papel de mensageiro quimico, ativando ou inibindo
moléculas do sistema imunoldgico. Esse potencial citotoxico do NO é oportuno durante
respostas imunologicas onde provoca danos oxidativos letais em células-alvo, podendo estas
serem células tumorais e bactérias. O aumento nos niveis de NO pode ser importante na defesa
contra invasores celulares, tumores celulares e les6es vasculares (SNYDER & BREDT, 1992;
BARRETO & CORREIA, 2005; CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; KUO & SHROEDER,
1995; GABOURY et al., 1993; PAYNE & KUBES, 1993; YAN et al., 1996).

No presente estudo foi possivel observar que o tratamento com o EEPA induziu um
aumento na produgdo de NO nas concentragdes 0,5 pg/mL e 1 pg/mL, sendo o aumento em 1
pg/mL mais representativo, enquanto que na concentragdo 2,5 pg/mL ocorreu uma diminui¢ao
na producéo do NO quando se comparado ao controle. Nas concentragdes 0,5 pg/mL e 1 pg/mL
onde houve um aumento da producdo do NO, pode ser explicada a partir do aumento da
producdo de 6xido nitrico sintetase (iNOS) quando ha a polarizacdo do perfil de resposta Thl
nos glioblastomas, estes sendo responsaveis por alteragdes imunoldgicas que favorecem a
eliminacdo de células tumorais. Nakamura & Lipton (2009) afirmam que niveis elevados de
NO podem afetar a permeabilidade celular, resultando em déficit nas trocas ibnicas, liberagéo
de enzimas hidroliticas lisossomais e posteriormente resultando em morte celular.

Xue et al. (2016) mostrou um aumento na expressdao de iINOS apés estimulo com
LPS/IFNy em cultura de células de glioblastoma/microglia humanas estimuladas com acido
clorogénico. A reducdo do oOxido nitrico na concentracdo 2,5 ug/mL corrobora com estudos
como o de Soares et al. (2003) que mostraram os efeitos de fisalinas (B, F e G) isoladas do

extrato etanolico de P. angulata agiam reduzindo a produgdo de NO em cultura de macréfagos
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ativados com LPS e interferon-y. Ja no estudo feito por Bellintani et al. (2002) foi verificada a
acao das fisalinas B, F e G na inibicdo do NO e citocinas pré inflamatdrias, bem como reversao
do choque endotoxico. Soliman & Mazzio (1998) afirmam que, compostos polifendlicos como
a rutina, possuem a capacidade de induzir a produgdo do NO. Rosa (2019) mostrou que a
suplementacdo de rutina na dieta de jundias afetou os niveis de 6xido nitrico, reduzindo-os,
bem como aumentou a atividade da superdxido dismutase.

A linhagem C6 é constituida de tipos celulares morfologicamente distintos, tais como
células poligonais e células finas e alongadas (ARMELIN et al., 1982). Na anélise morfoldgica
por método de Rosenfeld, sdo observadas alteracGes nas células nas diferentes concentracdes.
Pode-se observar que no DMSO possui menos células que se comparado ao controle. Na
primeira concentragdo testada, a 0,5 pg/mL, ndo foi observada alteragdo morfologica das
células em relagdo ao controle.

Na concentracdo 1 pg/mL as células apresentaram corpo celular maior se comparado as
outras concentracdes, 0 que sugere que as células estao respondendo a modulacao pelo extrato.
Quando observamos a curva da producdo de NO, a concentracdo 1 pg/mL apresentou um
aumento consideravel em comparacdo ao grupo controle. Ja quando analisamos a atividade
metabdlica celular avaliada pelo método do MTT, a concentrag@o 1 ug/mL apresentou uma leve
reducao do metabolismo celular quando comparada ao grupo controle. O aumento na producéo
do NO na concentracao 1 pg/mL pode indicar que nesta concentracdo o NO est4 elevado em
relacdo as outras concentracGes na intencdo de debelar as células tumorais a fim de induzirem
a morte celular tumoral.

J& na concentragao 2,5 pg/mL quando comparado ao controle, a morfologia das células
apresentaram corpo celular menor e mais alongado. A retracdo do corpo celular e a emissao de
finos prolongamentos sugere que a célula estd em remissdo ou em processo de morte celular.
Essa premissa pode ser refor¢ada ao analisar a curva do NO, quando na concentragéo 2,5 pg/mL
houve uma queda consideravel na producdo de NO, que pode sugerir que houve uma
diminuicdo na proliferacdo de celulas C6, que foi resultado da falta de células viaveis e,
portanto, produzindo menos NO, bem como também migrando menos.

Reforcando essa possibilidade, quando analisados o grafico do metabolismo celular por
MTT, foi na concentragdo 2,5 pg/mL que ocorreu a maior queda na atividade metabdlica
celular, quando comparada a concentragdo controle. Podemos sugerir que, na concentragao 1
pug/mL as células tumorais sofriam a a¢ao dos compostos, no entanto, ainda haviam muitas

células viaveis e liberando NO como forma de defesa aos componentes antitumorais e
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citotoxicos da rutina e das fisalinas. No entanto, na concentragdo 2,5 ug/mL o metabolismo
celular caiu consideravelmente, podendo indicar declinio nas atividades metabdlicas celulares
causadas por uma concentracdo efetivamente mais potente do extrato.

No entanto, tanto nas concentragdes 1 pg/mL quanto na 2,5 pg/mL observou-se uma
reducdo na quantidade total de células, além da presenca de prolongamentos menores e mais
finos. Ao comparar com os resultados dos testes de migracdo celular, sdo nestas mesmas
concentragfes que é observado um menor avanco das células C6 na lesdo, quantificadas em
comprimento (mm) e apresentadas na forma de grafico de barras.

A migracdo celular é o processo em que células se movimentam de um local para o
outro, e esse processo faz parte de etapas patoldgicas e fisiologicas do organismo, dentre as
quais se destacam cénceres, inflamacédo e cicatrizacdo de feridas (HULKOWER; HERBER,
2011). As metodologias para quantificar e examinar a migragdo celular sdo ferramentas Uteis
para triagem de drogas anticancer. O ensaio de migragdo, também conhecido como “ensaio de
ranhura” ¢ um método simples e econdmico para estudar a migragdo celular. Nesta técnica, é
realizada uma lesdo em uma monocamada celular confluente, e a taxa de fechamento da fenda
e a migragdo celular podem ser quantificadas a partir de fotografias feitas em diferentes
periodos de tempo em microscopio adequado para tal procedimento. A migracdo celular é
fundamental em muitos processos bioldgicos, como reparo e regeneracdo tecidual
(CONDEELIS et al., 2005; LIANG et al., 2007).

No ensaio de migragdo celular, as concentragdes 1 pg/mL e 2,5 pg/mL demonstraram
uma reducdo da invasdo celular na lesdo induzida no tapete celular, o que pode reforcar que o
composto possui atividade antitumoral. E importante ressaltar que a ocupagao das areas livres
da lesdo ndo somente sdo ocasionadas pela migracao celular, sdo também pela proliferacdo das
linhagens que conforme se dividem, vdo ocupando os espacos vazios disponiveis (MENEZES,
2011).

Hseu et al. (2011) demonstraram em seu trabalho o efeito antiproliferativo do extrato
de P. angulata em células de carcinoma escamoso humano (HSC-3). Foi observado que em
concentragdes sub citotoxicas de extratos de P. angulata (5-15 pg/mL) houve uma inibi¢do da
migracdo e invasdo das células HSC-3 altamente metastaticas, de uma forma dependente de
dose e de tempo promovido pelo ensaio de reparo de cicatrizacdo de feridas e ensaio transwell.

Wang et al. (2021) estudaram a potencial atividade anti cancerigena do
physapubenolideo (PB), um composto extraido da Physalis minima, em células de melanoma.

O estudo demonstrou a capacidade do PB de induzir apoptose celular, inibindo a proliferacéo
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e migracao das celulas de melanoma de forma concentrada e dependente de concentracéo, a
partir do ensaio de migragao “wound-healing assay”.

Bispo da Silva et al. (2019) investigaram em modelos in vitro e in vivo o potencial do
flavonoide rutina e quercetina (aglicona da rutina), a partir de interacdes diretas e indiretas a
modulacéo da resposta microglial e seu impacto na viabilidade celular do glioma, visto que as
interacdes microglia-glioma favorecem o crescimento e invasdo tumoral. Além dos
mecanismos inflamatorios incluidos nas propriedades anti-glioma de ambos os flavonoides.
Para este estudo, foi utilizada a concentracdo de 50 uM tanto da rutina quanto da quercetina.
Foi caracterizado o efeito direto de ambos os flavonoides na proliferacdo e migracdo das células
de glioma C6.

No ensaio de migracdo realizado por Bispo da Silva et al. (2019), foi possivel visualizar
apos as 24h do inicio do experimento as células C6 entrando na éarea da lesdo e fechamento
quase que completo da lesdo ap6s 48 horas. No entanto, quando as culturas foram tratadas com
rutina ou quercetina, foi observada uma inibicéo da propriedade migratéria das células C6 desde
24 horas ap06s o inicio dos tratamentos.

Os resultados obtidos por Bispo da Silva et al. (2019) que indicam que a rutina e a
quercetina inibem a migracdo das células de glioma, corroboram os estudos anteriores
realizados por Santos et al. (2011) e Santos et al. (2015).

Diversos estudos ja demonstraram que a interrelacdo entre microglia-glioblastoma
desencadeia uma resposta imunolégica regulamentar que é responsavel pela agressdo e invasdo
do glioblastoma. Bispo da Silva et al. (2017) caracterizou que a rutina na concentracdo de 50
UM pode levar a inducdo da ativacdo e modulagéo do perfil inflamatério da microglia in vitro.
Para investigar se o efeito do tratamento com rutina ou quercetina interferia na resposta
microglial inflamatoria, foram realizados ensaios de quimiotaxia em sistema transwell. Os
resultados indicaram que a exposicdo das células de glioma C6 a rutina ou quercetina pode
induzir, indiretamente, a secrecédo de fatores soluveis além da ativacéo e proliferagdo microglial.

Os compostos presentes na analise quimica do extrato etandlico bruto de P. angulata,
diante dos estudos citados anteriormente, demonstram uma acao antitumoral potente, aliado a
inibicdo da progressdo e migracdo de células tumorais, aliado a capacidade modulatoria da
resposta inflamatoria no microambiente tumoral. Podemos atribuir aos compostos presentes no
EEPA a participacdo na inibicdo da migracdo celular de C6 relatada no presente estudo,

podendo ser as responsaveis pelo menor deslocamento das células C6 em direcéo a lesdo feita
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mecanicamente no tapete celular cultivado, demonstrando seu potencial antitumoral e
antimigratdrio ja descrito na literatura.

O EGFR é uma glicoproteina transmembrana relacionado a proliferacdo e manutencéo
do crescimento celular. A superexpressdao do EGFR na membrana de células tumorais levam
ao aumento da atividade proliferativa e capacidade invasiva do tumor. O EGFR é expresso em
altos niveis em diversos tipos de células tumorais, sendo encontrado em gliomas, mais
especificamente em glioblastomas (LACOUTURE MELOSKY, 2007; YARDEN &
SLIWKOWSKI, 2001).

A analise da expressdo da proteina EGFR foi realizada a partir de métodos
imunocitoquimicos e western blotting. As culturas tratadas com o EEPA no periodo de 24
horas, e analisadas por imunocitoquimica, apresentaram uma menor expressdo do EGFR nas
concentragdes 1 pg/mL e 2,5 ug/mL, o que pode ser explicado pela possivel redugédo tumoral
causada pelo EEPA para com as células C6, alterando diretamente a quantidade expressa de
EGFR tanto pela imunocitoquimica, quanto na vista pelo western blotting, onde os resultados
corroboram na diminuicdo dose-dependente. Nas concentragdes 0,5 pg/mL e 2,5 pg/mL houve
uma reducdo consideravel da expressdo da proteina EGFR com significancia estatistica quando
se comparado com o controle (100%). Essa reducdo pode ser consequéncia dos fatores
antitumorais encontrados nos compostos presentes no EEPA.

Uma possivel explicacdo para a reducdo da expressdo do EGFR foi sugerida por
Stockhausen et al. (2014) onde demonstraram que, ao inibir a sinalizagdo do EGFR e EGFRVIII
(variante 3 do EGFR), induziu a uma diferenciacdo celular, diminuicdo da capacidade
tumorigénica in vitro e reducdo do potencial de células bCSC (células-tronco cancerigenas
cerebrais). No entanto, numa superexpressdo destes mesmos fatores, como relatada por
Stockhausen et al. (2014), houve um favorecimento da proliferacdo das células tumorais.

No ensaio imunocitoquimico de Bispo da Silva et al. (2019) com alpha tubulina, uma
proteina de citoesqueleto, foi demonstrada uma redugdo consideravel na proporg¢do de células
C6 aderentes ap0s o tratamento com os flavonoides, sendo a morfologia das células descritas
como fenotipo bipolar mais fino em comparagdo com o controle.

Dessa forma, os resultados apontam o EEPA como um possivel composto a ser utilizado
no tratamento dos gliomas. A analise dos resultados de nossos experimentos indica que a
atividade biologica do EEPA sobre as células C6 de glioblastoma depende do tempo de
exposicao e das concentragcOes adotadas. A concentracdo 1 ug/mL indicou ser a mais promissora

para o objetivo ao qual este trabalho se propde.
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7 CONCLUSAO GERAL

Este trabalho, de forma inédita, investigou os efeitos citotdxicos e antitumorais do uso
do extrato etanolico do caule de Physalis angulata L. em células de linhagem tumoral de
glioblastoma murino C6. Os resultados apresentados permitem concluir:

1- Os componentes presentes no extrato promoveram alteracfes morfégicas nas células
C6;

2- O extrato e seus compenentes induziram citotoxicidade do tipo dose dependente na
linhagem de células C6;

3- O extrato induziu a reducdo na viabilidade celular e provocou morte celular de
maneira dose dependente;

4- O extrato diminuiu a capacidade migratoria das células C6 de forma dose dependente;

5- O extrato reduziu a expressdo da proteina EGFR nas células C6.

Nossos resultados sugerem que o EEPA pode ser considerado candidato como adjuvante
para o tratamento de glioblastomas. No entanto, estudos mais detalhados sdo necessarios para

compreender melhor o mecanismo de ac¢do deste composto em tumores malignos.
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ANEXO

Espectro e ions totais do extrato etanolico bruto do caule de Physalis angulata
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