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RESUMO 

 

Os glioblastomas são tumores cerebrais de células gliais de alto grau que apresentam um 

prognóstico ruim. Possuem grande capacidade de migração, proliferação e invasão ao tecido 

cerebral, o que reduz as chances de sucesso do tratamento. Novos alvos terapêuticos são 

estudados a fim de aumentar a eficácia dos tratamentos e diminuir efeitos colaterais. Análise e 

prospecção de metabólitos secundários de plantas são estudados surgindo como uma 

possibilidade no desenvolvimento de novas terapias. Physalis angulata L. é uma espécie 

vegetal rica em componentes químicos e promissora para a indústria farmacêutica. Possui 

dentre muitos benefícios comprovados, a ação antitumoral e citotóxica. O objetivo deste 

trabalho foi estudar a ação do extrato etanólico de Physalis angulata L. (EEPA) em células de 

linhagem tumoral C6 de glioblastoma murino. Como metodologia, a citotoxicidade foi avaliada 

por MTT. O óxido nítrico foi dosado pelo método de Griess. A migração celular foi analisada 

a partir do ensaio de migração. A morfologia celular foi avaliada por imunocitoquímica com 

imunomarcação de EGFR e método de coloração Rosenfeld. A expressão de proteínas foi 

avaliada pelo método western blotting. A capacidade de restauração tecidual foi analisada pelo 

ensaio de migração celular. Os resultados foram analisados pelo programa estatístico Graphpad 

Prism 8.10 e os dados foram expressos em média ± erro padrão da média dos parâmetros 

analisados. Como resultados, notou-se através do ensaio de MTT, que o EEPA foi citotóxico 

acima da concentração 5 μg/mL, sendo então escolhidas as concentrações 0,5 μg/mL, 1 μg/mL 

e 2,5 μg/mL para modulação dos experimentos seguintes. Na análise da expressão do receptor 

do fator de crescimento epidérmico (EGFR) por imunocitoquímica, houve a diminuição da 

expressão do EGFR nas concentrações 1 μg/mL e 2,5 μg/mL. Já no Rosenfeld, nas 

concentrações 1 μg/mL e 2,5 μg/mL tivemos uma quantidade menor de células e presença de 

prolongamentos menores e mais finos, e corpo celular menor quando comparado aos controles. 

O western blotting demonstrou uma menor expressão do EGFR nas concentrações testadas 

quando comparado ao controle. O ensaio de migração demonstrou capacidade inibitória do 

composto na migração celular. Os resultados obtidos neste estudo podem indicar capacidade 

citotóxica, redução da expressão e da capacidade migratória 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 μg/mL, being then chosen the concentrations 0.5, 1 and 

2.5μg/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 

2.5μg/mL. In the Rosenfeld test, at concentrations 1 and 2.5μg/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 INTRODUÇÃO 

Neoplasia é definida como uma proliferação de células anormais no tecido, de forma 

descontrolada e autônoma, podendo ser classificada como benigna ou maligna. A neoplasia 

benigna forma um agregado de células tornando uma massa única, enquanto que na neoplasia 

maligna as células possuem alta capacidade infiltrativa nos tecidos adjacentes (INCA, 2011). 

Sabe-se que a incidência de neoplasias aumenta de acordo com o avanço da idade e pode 

ser explicada pelo acúmulo de mutações somáticas associadas à redução da imunocompetência 

que acompanha o envelhecimento (PINTO & CHIMELLI, 2004). De acordo com Badke et al. 

(2014), o aumento desta incidência pode ser explicada pelo aumento da notificação e 

investigação da doença, bem como o aumento populacional, pela maior expectativa de vida da 

população e o aumento da exposição à carcinógenos, em específico à radiação eletromagnética 

ionizante e não ionizante.  

Os gliomas englobam um grupo diversificado de tumores intrínsecos do sistema nervoso 

central (SNC), e representam 30% a 40% de todos os tumores intracranianos. Cerca de 50% 

desses tumores são 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 imunológica antitumoral, e secretam citocinas imunossupressoras a fim de tornar o 

ambiente favorável ao seu crescimento e disseminação no SNC. Além disso, possuem a 

capacidade de formar neovasos para suprir necessidades metabólicas, resistem a estímulos 

apoptóticos, performam alta proliferação celular e capacidade de invasão de tecidos (LU; 

SHERVINGTON, 2008; KUMAR et al, 2006; COELHO et al., 2016). 

As intervenções terapêuticas aplicadas aos glioblastomas consistem em quimioterapia, 

ressecção cirúrgica e radioterapia, isoladamente ou combinados. A eficácia terapêutica é 

limitada, pois se trata de um tumor de alta recidiva, reflexo da alta propriedade infiltrativa. O 

risco de uma ressecção total causar ao paciente danos neurológicos permanentes é alta 

(SOFFIETTI et al., 2007). 

Diante da escassez de intervenções terapêuticas realmente eficazes para tratamento de 

doenças de cunho neurológico em geral, a análise e prospecção de metabólitos secundários 

vegetais surge como possibilidade de desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos 

BUSCH et al., 2015). 

Physalis angulata L. é uma espécie alvo de diversos estudos químicos e farmacológicos, 

e muito utilizada na medicina popular de diversos países. Tem ocupado uma posição de 
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destaque para prospecção de compostos medicinais devido a sua riqueza de componentes 

químicos, sendo uma das espécies mais promissoras para a indústria farmacêutica 

(TOMASSINI et al., 2000). 

Extratos preparados a partir das raízes de P. angulata demonstraram potentes atividades 

antiinflamatórias/imunomoduladoras (SOARES et al., 2003) e antineoplásicas (CHIANG et al., 

1992). As propriedades farmacológicas da P. angulata são atribuídas, em grande parte, às 

fisalinas, que exercem atividades antiparasitárias, antivirais, antineoplásicas, entre muitas 

outras (TOMASSINI et al., 2000). Já foram isoladas de raiz, caule e folhas as fisalinas B, G, 

D, E, F, H, I, K e U (HE et al., 2007; DAMU et al., 2007). 

O presente estudo investigou a atividade do extrato etanólico do caule de Physalis 

angulata (EEPA) em culturas de células de glioblastoma murino. Pesquisas com o uso do EEPA 

em células C6 é inédito, portanto, buscamos contribuir com o desenvolvimento de novas 

alternativas terapêuticas no tratamento dos glioblastomas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 INTRODUÇÃO AO SISTEMA NERVOSO E COMPOSIÇÃO CELULAR 

O sistema nervoso é um sistema de órgãos sofisticados e complexos. Possui duas 

divisões: o sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é 

formado pelo encéfalo (cérebro, cerebelo e tronco encefálico) e medula espinhal, já 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 

monócitos, granulócitos e células dendríticas (GOMES et al., 2013; LI et al., 2017; KANDEL, 

2014).  

Tanto no SNC como no SNP, os neurônios possuem uma inter-relação com as células 

da glia, também chamada de neuróglia. A neuróglia abrange células astrocitárias, 

oligodendrócitos, células ependimárias, células NG2 e a microglia. Há alguns anos, acreditava-

se que a proporção de neurônios era menor que da neuróglia. Sabe-se que o número de 

neurônios e células gliais são similares, sendo cerca de 86 bilhões de neurônios e 85 bilhões de 

células gliais (HERCULANO-HOUZEL, 2014; MACHADO & HAERTEL, 2014; PAUKERT 

& BERGLES, 2006) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Os principais tipos de células do SNC englobam as células neuronais (neurônio) e as células da glia 

(astrócitos, microglias, oligodendrócitos e células NG2). Autoria: Brenda Valerio 



20 

 

 

Dentre a neuróglia, os astrócitos, oligodendrócitos e células NG2 integram a chamada 

macroglia, que possuem origem ectodermal, e a microglia de origem mesodermal. Tanto a 

macroglia quanto a microglia estão dispostas entre os neurônios (MACHADO & HAERTEL, 

2014; RANSOM & KETTENMANN, 1990). 

O neurônio, unidade fundamental do SNC, possui a função basicamente de captar, 

processar e enviar diversas informações a partir de impulsos elétricos, ou seja, modificações no 

potencial de membrana. São células altamente excitáveis que se comunicam com outras células 

efetoras. Morfologicamente, são formados por uma soma, dendritos e o axônio (MACHADO 

& HAERTEL, 2014; BEAR et al., 2017). 

A comunicação entre um neurônio e outro é realizada por meio de uma transmissão 

sináptica, onde a informação é repassada na forma de impulsos elétricos ao longo do axônio, e 

transformada em sinal químico, também chamado de neurotransmissor. Já a capacidade de 

desempenhar funções, como realizar um movimento, ter uma sensação, memória ou um 

pensamento, são realizados a partir de um conjunto chamado circuitos neuronais. Estes circuitos 

envolvem neurônios em diferentes locais, mas que quando ativados irão promover alguma 

função (BEAR, 2017; LENT, 2010). 

Os astrócitos são assim chamados por possuírem morfologia estrelada. São as células 

mais abundantes dentre a neuróglia, constituindo cerca de 85-90% do total celular. Tem funções 

de sustentação, isolamento neuronal, bem como importância para a função neuronal, onde 

participam do controle nos níveis de potássio, recaptação de neurotransmissores e 

armazenamento de glicogênio. Essas células também fazem parte da constituição da barreira 

hemato encefálica (BHE) (HE & SUN, 2007; MACHADO & HAERTEL, 2014; ZHOU et al., 

2019). 

Os oligodendrócitos, por sua vez, possuem poucos prolongamentos e são responsáveis 

pela produção e manutenção da bainha de mielina nos axônios do SNC, essenciais para a rápida 

condução dos sinais elétricos no SN. Já as células NG2 atuam como células-tronco no encéfalo, 

podendo se diferenciar tanto em neuróglia quanto em neurônios (MACHADO & HAERTEL, 

2014; CAI et al., 2005; KREBS et al. 2013). 

As microglias são a população macrofágica residente do SNC e principais células 

imunes nervosas, extensivamente estudada até os dias atuais por ser uma das principais 

responsáveis pela manutenção 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 cânceres do SNC representam de 1,4 a 1,8% de todos os tumores malignos no 

mundo. No Brasil, os tumores do SNC ocupam o 8º lugar em termos de frequência (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 incidência 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. Já a incidência para indivíduos do sexo masculino é um pouco maior, cerca 

de 5,7 novos casos por 100 mil habitantes, o que corresponde a 1,6% do total de neoplasias para 

o ano de 2014 (INCA, 2014). 

Glioma é uma nomenclatura geral utilizada para descrever tumores cerebrais primários 

de células gliais. São classificados em grau de I a IV de acordo com o nível de malignidade. O 

astrocitoma grau IV ou glioblastoma multiforme é o tipo mais agressivo do tumor, altamente 

vascularizado, de crescimento rápido 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 prognóstico para este tipo de tumor é uma sobrevida 

de aproximadamente 14-15 meses após o diagnóstico (HANIF et al., 2017). De acordo com 

Hanif et al. (2017), os gliomas são a neoplasia mais comum relacionada ao SNC, constituindo 

cerca de 80% de todas as malignidades cerebrais. Os gliomas malignos são os responsáveis por 

2,5% das mortes por câncer e são a terceira principal causa mortis por câncer em pessoas na 

faixa etária 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 ausência de controle da divisão celular, mutações genéticas e altas 

doses de irradiação (SCHWARTZBAUM et al., 2006; OZEKI et al., 2010). 

Os glioblastomas são tumores com alta capacidade migratória, invasiva e proliferativa 

no tecido saudável, o que prejudica muito no estabelecimento de protocolos terapêuticos. Essas 

características são atribuídas ao microambiente pró-inflamatório circulante, que é composto por 

fatores de crescimento e mediadores inflamatórios, liberados pelas células tumorais. A secreção 

de moléculas pró-inflamatórias, fatores de crescimento, óxido nítrico (NO), espécies reativas 

de oxigênio (EROS) e metaloproteinases de matriz (MMP) são exemplos de moléculas 

sintetizadas e secretadas pelas células de defesa, assim como pelas células tumorais, que 
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participam da composição bioquímica e pró-inflamatória no microambiente tumoral (ANJUM 

et al., 2017; AGARWALA & KIRKWOOD, 2000; YANG et al., 2010). 

A abordagem terapêutica para os glioblastomas, assim como para outros tipos de 

tumores cerebrais, é multidisciplinar. Novos agentes terapêuticos têm sido sugeridos e 

pesquisados com o objetivo de aumentar a eficácia dos tratamentos convencionais e diminuir 

os possíveis efeitos colaterais. A ressecção cirúrgica para os glioblastomas é limitada devido 

ao tumor se localizar em regiões vitais do corpo. Além disso, a alta propriedade infiltrante 

facilita a sua maior recorrência, impossibilitando a retirada cirúrgica 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 

quimioterápicos atravessarem a barreira hematoencefálica, em função da sua atuação em 

proteger o cérebro de substâncias químicas 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 câncer, existe um processo microevolucionário onde uma 

célula maligna possui a capacidade de reprogramar seu metabolismo para alimentar o rápido 

crescimento e trocar sinais moleculares com a microbiota local para evadir da resposta imune 

do hospedeiro, criando assim um chamado “microambiente do tumor”. A comunicação 

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). 

 

Figura 2. Componentes celulares do microambiente tumoral. Adaptada de HANAHAN; WEINBERG (2011). 

A resposta imune presente no microambiente tumoral é considerada dinâmica e 

heterogênea. A imunovigilância do câncer foi primeiramente proposta por Macfarlane Burnet 
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nos anos de 1950 e é bem estabelecida atualmente. Dispõe que existe uma função fisiológica 

do sistema imune em reconhecer e debelar clones de células transformadas antes que se 

desenvolvam em tumores, e também são capazes de eliminar tumores mesmo depois de 

formados. Porém esta reatividade imune pode ser prejudicada por inúmeros motivos, fazendo 

com que as células tumorais escapem da destruição (ABBAS et al., 2019; MANTOVANI et 

al., 2008). 

As respostas imunes frequentemente falham na prevenção do crescimento de tumores, 

o que se dá a partir do desenvolvimento de mecanismos especializados em evadir as respostas 

imunes do hospedeiro. Esses mecanismos resultam na redução do reconhecimento da célula 

maligna ou na resistência aos efeitos citotóxicos do sistema imune (SCHREIBER et al., 2011). 

A evasão ao sistema imune pode acontecer por diversos mecanismos, como regulação 

negativa da expressão das moléculas do MHC, crescimento de células que não expressam 

antígenos tumorais, produção de substâncias imunossupressoras solúveis, engajamento de 

receptores de inibição em linfócitos por seus ligantes que são expressos em células tumorais e 

indução de células T reguladoras (ABBAS et al., 2019). 

Pacientes portadores do glioblastoma são 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 têm como 

objetivo tornar o ambiente favorável ao crescimento e disseminação do tumor no SNC. Estes 

fatores possuem múltiplos efeitos imunossupressores, sendo a supressão da proliferação 

linfocitária a mais marcante, afetando a contagem de linfócitos T CD4, tornando-a reduzida, 

além de suprimir as funções 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 imunológico não somente protege o hospedeiro contra a formação de 

tumores, mas também é capaz de modular um tumor já estabelecido, selecionando variantes 

com imunogenicidade reduzida, além de promover o crescimento tumoral via inflamação 

crônica persistente. A presença da inflamação crônica mantém um microambiente pró-tumoral 

que pode contribuir na progressão, sobrevida, angiogênese, invasão e metástase do tumor 

(FELLER et al., 2013). 

Além do papel do sistema imunológico na erradicação tumoral, existe também a 

contribuição para o crescimento de alguns tumores sólidos. O sistema imune inato pode ser 

diretamente associado ao desenvolvimento de um tumor, como visto na ativação crônica de 
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células imunes inatas que irão desencadear angiogênese e remodelamento dos tecidos, o que 

favorece o crescimento e disseminação 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 estimulação de colônias 1) 

com importantes funções imunitárias de mudança da imunidade adaptativa para respostas 

humorais (T Helper 2) que são menos eficazes contra tumores sólidos (PARNEY et al., 2011; 

HAO et al., 2002; BENDER et al., 2010). 

A produção de citocinas e quimiocinas inflamatórias, como a IL-1, IL-6 e IL-8 estão 

relacionadas ao efeito paradoxal da inflamação no crescimento dos tumores. Esses mediadores 

recrutam neutrófilos e macrófagos que produzem outras citocinas que estimulam a proliferação 

do tumor, bem como a angiogênese necessária para a rápida proliferação celular (ROITT & 

DELVES, 2013). 

Os tumores estimulam respostas imunes adaptativas específicas que podem prevenir ou 

limitar o crescimento e disseminação tumoral. Essas respostas imunes adaptativas são induzidas 

e reguladas por células dendríticas, sendo estas fundamentais no reconhecimento e captação de 

antígenos no local do tumor primário, que dará início a migração para os linfonodos e 

maturação (ABBAS et al., 2019; PALUCKA; BANCHEREAU, 2012; COLLIN et al., 2013). 

Zhang et al. (2008) demonstraram que pacientes com glioblastoma possuíam 

diminuição de células dendríticas imaturas, o que sugere defeitos na capacidade de apresentação 

de antígenos. A complexidade celular atribuída aos tumores gliais de alto grau é resultado do 

recrutamento de células não gliais no microambiente tumoral, o que contribui para a 

complexidade da estrutura-alvo oncológica (WESTPHAL; LAMSZUS, 2017). 

2.2.2 Linhagem celular C6 derivada de glioblastoma 

As linhagens celulares representam uma alternativa útil para o estudo de causas e 

tratamentos de uma variedade de doenças de cunho neurológico. 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 ação moleculares, configurando uma importante 

ferramenta na prospecção de novos fármacos (CASTIGLI et al., 2006; GREENE & 

TISCHLER, 1976). 

Benda et al. (1968) estabeleceu a linhagem C6 através da administração 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-oncológica para avaliar o 
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crescimento e invasão dos gliomas de alto grau, bem como analisar as características do glioma 

tais como desenvolvimento, migração e angiogênese (BING et al., 1990; GIAKOUMETTIS et 

al., 2018). 

A linhagem C6 apresenta morfologia astrocítica e é bastante utilizada em experimentos 

de Neurobiologia (Figura 3). Tem sido muito utilizada para estabelecer um modelo que simula 

o glioblastoma humano, pois possuem fenótipo semelhante ao do glioblastoma multiforme 

humano (COHEN et al., 1990; GIERYNG et al., 2017; GROBBEN et al., 2002). 

 

 

Figura 3. Fotomicrografia das linhagens celulares C6 sob condições padrão. Fonte: SALEH et al. (1996). 

 

O padrão de evasão imunológica visto no glioblastoma multiforme humano possui 

genes relacionados com a invasão e imunossupressão 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 

invasão tumoral, bem como a eficácia dos medicamentos antitumorais (GIERYNG et al., 2017). 

O modelo de glioma C6 apresenta uma diversidade de proteínas, fatores de crescimento 

e seus receptores expressos que constituem alvos para a investigação tumoral. Dentre os 

marcadores moleculares mais comumente estudados para glioblastomas, temos o receptor do 

fator de crescimento epidérmico (EGFR) (STOCKHAUSEN et al., 2014). 

O EGFR é uma glicoproteína transmembrana e membro do receptor da superfamília 

tirosina quinase, e são expressos em altos níveis em vários tipos de cânceres. Alterações em 

genes do EGFR foram identificados em gliomas, especialmente em glioblastomas. O EGFR 

possui função na regulamentação de migração e diferenciação de células-tronco neurais (NSC), 
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sendo encontrado expresso em áreas neurogênicas (GULLICK, 1991; SAADEH et al., 2018; 

STOCKHAUSEN et al., 2014). 

Fatores angiogênicos, tais como o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e 

bFGF (fator de crescimento fibroblástico básico) 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 fibroblástico) (AUGUSTE et al. 2001; KIRSCH et al. 1998; MILLAUER et al. 

1994; TAMAKI et al. 1998). 

Para tanto, a maior parte das investigações acerca do glioma por C6 têm 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 Amazônia e região andina, podendo ser encontrada 

em todo o território brasileiro, com maior incidência na região Norte e Nordeste. Pode receber 

várias denominações populares a depender da região, como “camapu”, “balãozinho”, “joá-de-

capote” ou “camambu”. Pertencente à família Solanaceae e distribuída em todo o mundo, conta 

com cerca de 96 gêneros 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 países, 

principalmente da América do Sul, e ao longo dos anos vêm sendo alvo de muitos estudos por 

conterem substâncias de alto valor farmacológico, como flavonoides e esteroides em suas 

folhas, frutos, caule, cálices e raízes (CHAVES et al., 2005; MOSCHETTO, 2005; SILVA & 

AGRA, 2005; TOMASSINI et al., 2000; MIER-GIRALDO et al., 2017). 

As espécies do gênero Physalis possuem importantes atribuições econômicas e 

etnofarmacológicas, sendo utilizadas para diversas finalidades, como ação antiinflamatória, 

antitumoral, antimicrobiana, imunomodulatória, antioxidante, sedativa, analgésica, diurética, 

antiasmática, hipotensora, antiviral, tuberculostática, moluscicida, antitripanossomicida, 

leishmanicida e antimalárica (AGRA et al., 2007; ALMEIDA, 1993; ARANGO et al., 2010; 

GUIMARÃES et al. 2009; LOPES et al., 2006; TOMASSINI et al., 2000; WU et al., 2005; 

WU et al., 2006). 

A P. angulata é uma erva de aproximadamente 50 cm de altura, com caracteres 

herbáceos e de hábito perene, e possui como característica marcante o fruto estar encerrado em 

um cálice (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: 

Compilação da autora. Montagem a partir de imagens coletadas nos sites Natureza Bela, Flickr e Globo. 

 

2.3.1 Principais componentes farmacológicos presentes na P. angulata  

Já foram isolados flavonóides (campferol, quercetina e rutina), alcalóides, ácido 

ascórbico, carotenoides e alguns tipos de esteroides dessa planta. O principal grupo de 

esteroides encontrados são as fisalinas, presentes nas raízes e folhas. O potencial farmacológico 

das fisalinas são decorrentes da semelhança química com os glicocorticoides, o que confere a 

essa substância diversas funções (LOPES et al., 2006; SOARES et al., 2003; TOMASSINI et 

al., 2000). 

Quimicamente, as fisalinas são denominadas lactonas sesquiterpênicas esteroidais e 

possuem moléculas de estruturas bastante complexas (Figura 5). Por se tratarem de metabólitos 

secundários, as fisalinas são 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 especulações. Taylor (2006) 

relatou em suas pesquisas a forte atividade citotóxica in vivo e in vitro das fisalinas em diversos 

tipos de células cancerígenas (TOMASSINI et al., 2000). 
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Figura 5. Estrutura básica das fisalinas. Fonte: FREITAS (2019). 

 

A atividade antineoplásica da fisalina F foi demonstrada em ensaios in vitro com cinco 

linhagens de células cancerígenas humanas de hepatoma (HA 22 T), cérvix uterina (HeLa), 

nasofaringe (KB), cólon (Colo-205) e pulmão (Calu-1). A fisalina F também manifestou efeito 

antineoplásico in vivo contra células P 388 na leucemia linfocítica em camundongos (CHIANG 

et al., 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 antineoplásico do extrato etanólico de P. angulata, mostrou uma 

significativa inibição de células de linfoma de camundongos e carcinoma de Erlich. A partir do 

extrato metanólico de P. angulata, foi evidenciada no trabalho de HSIEH et al. (2006) a 

atividade apoptótica e anti proliferativa de células de câncer de mama. 

Para as fisalinas B, F e G foi apontada uma potente atividade de imunossupressão de 

macrófagos, além da inibição in vitro da atividade de esplenócitos e a rejeição ao transplante 

halogênico in vivo (SOARES et al., 2003; SOARES et al., 2006). Acerca das atividades 

antiinflamatórias e imunomoduladoras atribuídas aos componentes de P. angulata, Soares et 

al. (2003) demonstrou a ação das fisalinas B, F e G como potentes inibidores da produção de 

NO de 90-100% por macrófagos ativados por LPS e IFN-γ. 

 

Compostos fenólicos, como os polifenóis, flavonoides, esteroides e fisalinas possuem 

uma ação direta na capacidade antioxidante, citotóxica 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 fenólicos muitas vezes atribuídos a essas funções 

(CROZIER et al., 2006; MIER-GIRALDO et al., 2017). 

Li & Fu (2004) afirmam que os compostos fenólicos representam substâncias 

promissoras para a terapia contra o câncer, por induzir morte celular e de células tumorais. Em 

estudos de Mier-Giraldo et al. (2017) foram avaliados os potenciais citotóxicos e 

imunomoduladores de extratos do fruto de Physalis peruviana em cultura de células de câncer 

cervical (HeLa) e células de fibroblastos (L929). Os resultados apontaram que pode haver 

relação entre o teor total de polifenóis com a atividade antioxidante e citotóxica, no entanto, irá 

depender do tipo de solvente utilizado para a obtenção dos extratos. Foram demonstrados 

potencial anti- cancerígeno e imunomodulador dos extratos, que indica potencial para o 

desenvolvimento e prospecção de novos produtos farmacêuticos.  

Os flavonoides compõem o grupamento mais numeroso de moléculas dentro dos 

metabólitos fenólicos secundários, difundidos através do reino vegetal. Possuem em sua 

estrutura a presença de três anéis aromáticos. Esses compostos podem ser encontrados em 

diversas espécies vegetais e possuem a capacidade de atravessar a Barreira Hemato-Encefálica 

(BHE). Por esse motivo, despertaram a atenção da comunidade científica 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 à sub-classe dos flavonóis, e possui importantes 

propriedades farmacológicas. É um composto abundante nas espécies de feijão brasileiro 

Dimorphandra mollis Benth, conhecido popularmente como faveiro. Possui atividades 

antiproliferativas, pró-apoptóticas e morfogênicas 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 flavonóis rutina e quercetina em monocultura de 

células C6 de glioblastoma e em co-cultura de C6. Foi observado que ambos os flavonoides 

induziram a inibição da proliferação de células tumorais e diminuição da migração celular. Foi 

demonstrado também que a rutina induziu a diferenciação em cultura celular de glioblastoma e  

capacidade inibitória do crescimento celular. Sugeriu-se que, a partir desses resultados, a rutina 

pode ser um possível 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 farmacológicos, como atividades anti-inflamatórias, 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 câncer cervical humano (WEI et 

al., 2018), câncer de pulmão (RUAN et al., 2015), câncer de cólon (ANTUNES-RICARDO et 

al., 2014), câncer de mama (HU et al., 2019), câncer de pâncreas (WANG et al., 2018) entre 

outros cânceres.  

 

3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos do extrato etanólico do caule de Physalis angulata em cultura de células de 

linhagem C6 murina. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Verificar os efeitos citotóxicos 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 migração e progressão nas células de glioblastoma multiforme 

de rato (C6). 

Avaliar e quantificar a expressão da proteína EGFR na cultura de células de glioblastoma 

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

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Neuroquímica e Biologia Celular 

(LabNq), localizado no Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia 

(UFBA) e Laboratório de Bioquímica e Imunologia Veterinária (LBIV) da Universidade 

Federal do Recôncavo da Bahia (UFRB). 

 

4.1 EXTRATO ETANÓLICO DE PHYSALIS ANGULATA  

O espécime da Physalis angulata foi obtido do campo experimental da Universidade 

Federal do Recôncavo da Bahia, na cidade de Cruz das Almas - BA, Brasil. 

Após a coleta da planta, todo o procedimento foi realizado por Freitas (2019). O material 

foi higienizado e colocado em estufa de circulação 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 extração dos metabólitos secundários através da maceração 

exaustiva em etanol P.A, sendo realizadas coletas a cada 72 horas do solvente, que foi filtrado 

e substituído, e esse procedimento foi repetido 3 vezes. O conteúdo obtido nas extrações passou 

por destilação do solvente em evaporador rotatório, sob pressão reduzida a uma temperatura 

média de 50° C. Para que houvesse evaporação total do etanol, o extrato obtido foi colocado 

em capela de exaustão e pesado diariamente até não mais apresentar variação na massa.  

 

4.2 ANÁLISE QUÍMICA DO EXTRATO ETANÓLICO BRUTO DE PHYSALIS 

ANGULATA 

O extrato etanólico 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 presença 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). 
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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 solução de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% diluídos em PBS, e replaqueadas em 

placas de poliestireno de 4cm de diâmetro de 24 ou 96 poços (TPP) a uma densidade de 2x10⁵ 

células/cm² em meio Dulbecco modificado (DMEM, Cultilab) suplementado com 10% de SFB, 

0,011g/L de ácido pirúvico, 2nM de L-glutamina, 100UI/mL de penicilina G e 7mM de glicose, 

incubadas a 37º C em atmosfera úmida controlada contendo 5% de CO². 

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

nas concentrações 0,5μg/mL, 1μg/mL e 2,5 μg/mL e mantidas por um período 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-difeniltetrazólio 

(MTT) em cristais de formazan, analisa a viabilidade celular por meio da função do 

metabolismo mitocondrial. Para isso, as células após modulação de 24 h, foram lançadas em 

placas de cultivo de 96 poços, adicionados 100 μL de solução de MTT (Sigma, M2128) em 

cada poço, a uma concentração final de 1mg/mL e incubadas em estufa com atmosfera 

umidificada com 5% de CO² a 37°C durante 2h.  

Após a incubação, foram adicionados 100 μL/poço de tampão 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 à leitura em espectrofotômetro 

a 540 nm para quantificação da absorbância de radiação. 

 

4.4.2 Dosagem de Óxido Nítrico (NO) 

Para a dosagem do óxido nítrico, foi utilizada a reação colorimétrica de Griess, que 

consiste na mensuração de nitrito (NO2), um metabólito resultante da oxidação do NO, 

encontrado nos sobrenadantes da cultura previamente coletados.  

Após o período de modulação de 24 horas, o meio de cultura foi recolhido e distribuído, 

em triplicata, em placa de 96 poços. Foram adicionados 50μL de solução de Griess (1% de 

sulfanilamida e 0,1% de naftil-etilenodiamina (NEED) em 2,5% de ácido fosfórico) em todos 

os poços. Nesta reação, o nitrito reage com a sulfanilamida em meio ácido. O composto diazo 
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formado, reage com o cloridrato de N-(l-naftil)etilenodiamina, gerando um produto de 

coloração rósea. Após acrescidos os reagentes, será realizada a medição da absorbância a 540 

nm em leitor de placas. 

 

4.4.3 Coloração Rosenfeld 

Após o período de tratamento de 24 horas, as células foram lavadas três vezes com PBS, 

fixadas e permeabilizadas com metanol a -20ºC por 10 minutos. As células fixadas foram 

coradas segundo o protocolo estabelecido por Rosenfeld (1947). O reagente foi adicionado às 

placas contendo as células previamente tratadas em volume suficiente para cobrir 

completamente o tapete celular. Decorridos 3 minutos, foram adicionadas 20 gotas de água 

destilada à solução corante, deixando agir por 20 minutos em temperatura ambiente. As placas 

foram então lavadas em água corrente e secas ao ar livre. Após secar em temperatura ambiente, 

as células foram examinadas no Microscópio Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., 

Americas) em objetiva de 20x e fotografadas com Câmera Leica (DFC7000 T com o software 

Leica Application Suite). 

 

4.4.4 Ensaio de migração das células C6 moduladas com EEPA 

Para avaliação do potencial do EEPA em inibir a migração das células de C6, foi 

realizado um ensaio em monocamada celular. As células tumorais foram plaqueadas em placas 

de 24 poços (TPP) a uma concentração de 30 mil células/poço. Após a formação da 

monocamada celular confluente, foi promovida uma lesão uniforme com o auxílio de uma 

ponteira de 200μl no tapete celular. Em seguida, foi realizada uma lavagem das células com 

PBS estéril para retirada das células desprendidas durante a lesão. Em seguida, as placas foram 

moduladas nas concentrações de 0,5μg/mL, 1μg/mL e 2,5 μg/mL em meio de cultura DMEM 

sem SFB e o controle foi com DMSO 0,1%. 

Após 0, 24 e 48 horas, as células foram observadas em microscópio de contraste de fase 

(Nikon TS-100) e em seguida, fotografado por câmera digital (Nikon E-4300). A migração 

celular foi avaliada por software ImageJ (NIH, Bethesda, MD) a partir da distância entre as 

margens celulares. 
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4.4.5 Análise imunocitoquímica da expressão da proteína EGFR  

Após a exposição ao EEPA nas concentrações 0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2,5 μg/mL durante 

24 horas, o meio de cultura foi desprezado e os poços com tapete celular foram lavados por três 

vezes com PBS em pH 7,4. As células foram então fixadas e permeabilizadas com metanol 

durante dez minutos a -20ºC. O excesso de metanol foi desprezado e as placas ficaram abertas 

até a completa evaporação do metanol.  

A seguir, 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 primário IgG anti- 

EGFR produzido em coelhos (1:500 Santa Cruz) durante 3 horas em câmara úmida. 

Decorrido o tempo de incubação dos anticorpos primários, as células foram lavadas três 

vezes com PBS e incubadas com o anticorpo secundário anti IgG de coelhos na proporção de 

(1:500) por 1 hora à temperatura ambiente. 

Após o tempo de incubação, os núcleos celulares foram corados com o agente 

intercalante de DNA fluorescente 4 ́,6-diamidino-2- phenilindol diidroclorido (DAPI, 

Molecular Probes, Eugene, OR) (5μg/mL) durante 5 min à temperatura ambiente. As células 

foram então lavadas com PBS e fotografadas por microscopia de fluorescência Olympus BX-

2; Olympus, Melville, New York, USA. 

 

4.4.6 Western Blotting 

A expressão de EGFR foi avaliada pela técnica de Western Blotting.  A quantidade da 

proteína de interesse foi previamente dosada pelo método de Lowry seguindo as recomendações 

do fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).  

Para a realização da eletroforese, foi utilizado 15μg de proteína de cada amostras que 

foram preparadas em tampão 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 migração 

(H₂O destilada, Tris-HCl 1,5 M (pH 8,9), SDS 10%, Bis-acrilamida, PSA (100mg/mL) e 

TEMED) e de empilhamento (H₂O destilada, Tris-HCl 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 proteínas no gel. 

Após a corrida, o gel foi transferido para uma membrana de PVDF (fluoreto de 

polivinilideno; Immobilon-P, Millipore) previamente permeabilizada em metanol durante 15 

segundos, H2O por 2 minutos e tampão de transferência 1x (Tris-glicina (10x), metanol e H2O 
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destilada) por 5 minutos. A transferência para a membrana de PVDF ocorreu em 100 V durante 

1 hora. 

Posteriormente, as membranas foram bloqueadas durante 1 hora em temperatura 

ambiente, sob agitação orbital, em solução a 5% de leite em pó desnatado com PBS-T 1%. Após 

o bloqueio, as membranas foram lavadas com PBS-T a 1%, e posteriormente, incubadas com 

os anticorpos primários IgG anti-EGFR produzido em coelhos, na diluição de 1:500 a 4º C 

overnight. 

Decorrida a incubação, as membranas passaram por incubação com o anticorpo 

secundário durante 1 hora, conjugados com peroxidase (HRP) (1: 5000 em TBS-T, Bio-Rad). 

A visualização das bandas imunorreativas foi realizada através de scanner LAS 500 por 

exposição de quimioluminescência utilizando o kit de substrato Imuno-Start HRP (Bio-Rad). 

A quantificação das bandas foi obtida por densitometria e analisados através do software 

ImageJ 1.33u (Wayne Rasband, Institutos Nacionais de Saúde, EUA), e gerados os gráficos da 

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

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram analisados pelo programa estatístico GraphPadPrism 8.10 

(California, EUA) e os dados expressos em média ± desvio padrão médio dos parâmetros 

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

Para avaliar a diferença estatística dos dados paramétricos foi realizado o teste One Way 

ANOVA. Para dados não paramétricos foi realizado teste de Kruskal-Wallis. Os pós testes 

utilizados foram o Dunn’s e Tukey. Os valores de P<0,05 foram considerados com significância 

estatística.  
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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 concentrações 

0,5 μg/mL a 1μg/mL não apresentou citotoxicidade para as células C6 (Figura 6). No entanto, 

o metabolismo mitocondrial foi reduzido nas concentrações de 5 μg/mL a 250 μg/mL quando 

comparado com o controle. Diante disso, para os demais ensaios de proteção, adotou-se as 

concentrações de 0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2,5 μg/mL (Figura 7). 

 

Figura 6. Análise do efeito do EEPA no metabolismo de células C6 verificadas através do teste de MTT. A 

significância estatística foi obtida utilizando o teste One way ANOVA seguido do pós-teste Dunn’s, com (*) 

representando a diferença estatística 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. Análise do efeito do EEPA no metabolismo de células C6 verificadas através do teste de MTT nas 

concentrações determinadas. A significância estatística foi obtida utilizando o teste One way ANOVA para dados 

paramétricos, seguido do pós-teste Dunn’s, com (*) representando a diferença estatística entre o grupo controle e 

os demais grupos tratamento, com valor de * p<0,05, (**) p<0,001 e (****) p<0,0001. 

5.2 MENSURAÇÃO DO NO  

A produção de óxido nítrico foi determinada através do nível de nitrito no meio das 

culturas nas diferentes condições. Foi observado que na concentração 1 μg/mL houve um 

aumento representativo da presença de nitrito em relação ao grupo controle. Na concentração 

0,5 μg/mL observa-se um discreto aumento quando se comparado ao controle. No entanto, na 

concentração 2,5 μg/mL o valor do nível de nitrito é próximo ao dos grupos controle. Também 

se observou uma diminuição considerável no nível 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 concentrações de 0,5μg/mL, 1μg/mL e 2,5μg/mL por 24h. Os dados são apresentados em média ± DP. A 

significância estatística foi obtida utilizando o teste One way ANOVA para dados paramétricos e Kruskal Wallis 

para dados não paramétricos, seguido do pós-teste Dunn’s. Com (*) representando a diferença estatística entre o 

grupo controle e os demais grupos tratamento, com valor de * p<0,05, (**) p<0,001, e (#) representando a diferença 

estatística entre o grupo DMSO e os demais tratamentos.  

5.3 ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS E DE EXPRESSÃO DE EGFR 

Para verificar o efeito do EEPA sobre a morfologia em cultura de células C6 de 

glioblastoma, realizou-se a marcação imunocitoquímica para EGFR e a coloração por método 

Rosenfeld. Observou-se na marcação imunocitoquímica que nas culturas tratadas com o EEPA 

no período de 24 h, ocorreu uma menor expressão do receptor EGFR nas células C6 nas 

concentrações 1 μg/mL e 2,5 μg/mL (Figura 9). 
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Figura 9. Análise da morfologia de C6 por método imunocitoquímico. Cultura de células C6 tratadas com EEPA 

(0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2,5 μg/mL) num período de 24 horas. Marcação imunocitoquímica para EGFR (em verde) 

e DAPI (em azul). A - Condição controle (DMEM); B - Controle com DMSO 0,1 μg/mL; C - Tratamento com 0,5 

μg/mL de EEPA; D - Tratamento com 1 μg/mL de EEPA; E - Tratamento com 2,5 μg/mL de EEPA. 

 

Já na coloração por Rosenfeld, o controle por DMSO possui menos células que se 

comparado ao controle. Na concentração 1 μg/mL as células apresentaram corpo celular maior 

se comparado às outras concentrações. Já na concentração 2,5 μg/mL quando comparado ao 

controle, as células apresentaram corpo celular menor e mais alongado. Nas concentrações 1 

μg/mL e 2,5 μg/mL, observa-se menos células e presença de prolongamentos menores e mais 

finos (Figura 10). 
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Figura 10. Análise da morfologia de C6 por método Rosenfeld. Culturas de células C6 tratadas com EEPA (0,5 

μg/mL, 1 μg/mL e 2,5 μg/mL) num período de 24 horas. Coloração Rosenfeld. A - Condição controle (DMEM); 

B - Controle com DMSO 0,1 μg/mL; C - Tratamento com 0,5 μg/mL de EEPA; D - Tratamento com 1 μg/mL de 

EEPA; E - Tratamento com 2,5 μg/mL de EEPA. 

5.4 EFEITOS MIGRATÓRIOS DAS CÉLULAS C6 

Nas diversas concentrações, a partir de 24 h do início do experimento é possível 

visualizar a migração das células C6 para a zona de lesão da monocamada. Nos grupos controle, 

DMSO e 0,5 μg/mL houve o fechamento completo ao final do tempo de 48 horas. Nos grupos 

das concentrações 1 μg/mL e 2,5 μg/mL a migração das células para o centro da lesão ao final 

do tempo de 48 horas foi menor se comparada aos grupos controle e DMSO, não fechando a 

área de lesão 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 migração celular, avaliados 

após 0, 24 e 48 horas de experimento. Efeito das concentrações 0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2,5 μg/mL na cultura de 

células C6 sobre a migração celular, avaliados após 0, 24 e 48 horas de experimento. Culturas com 48 horas de 

migração celular foram coradas pelo corante de Rosenfeld 

 

A quantificação da migração celular pode ser realizada utilizando a distância 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 período de 48 horas após o 
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tratamento com as concentrações determinadas e corado por método Rosenfeld. A área da lesão 

foi determinada no comprimento de milímetros (mm). 

Como resultados da quantificação da área livre da lesão 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. Já na concentração 0,5 μg/mL a média foi de 0.232 mm; Na concentração 1 μg/mL 

a média foi de 0.895 mm; e na concentração 2,5 μg/mL a média de 1.087 mm. 

 

 

Figura 12 Representação gráfica da área de lesão em mm referente ao comprimento entre as bordas do tapete 

celular de C6. A área foi medida manualmente no software ImageJ. 
 

5.5 EXPRESSÃO DA PROTEÍNA EGFR POR WESTERN BLOTTING 

Foi demonstrado no imunoblotting a expressão da proteína EGFR em todas as 

concentrações (Figura 13). Grupos controle e DMSO apresentaram alta expressão da proteína 

EGFR. No entanto, nas concentrações 0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2,5μg/mL houve uma redução da 

expressão da proteína se comparado ao controle. A análise dos dados foi realizada por 

densitometria das bandas do Western blotting, através do software ImageJ e plotadas em um 

gráfico para quantificação (Figura 14).  
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Figura 13. Expressão de EGFR por western blotting. Bandas imunorreativas ao EGFR em grupo controle, DMSO 

e concentrações 0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2,5 μg/mL. 

 

 

Figura 14. Gráfico da expressão da proteína EGFR nas concentrações controle, DMSO, 0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 

2,5 μg/mL. Para avaliar a normalidade, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. A significância estatística foi obtida 

utilizando o teste One way ANOVA para dados paramétricos e Kruskal Wallis para dados não paramétricos, 

seguido do pós-teste Dunn’s. Com (*) representando a diferença estatística entre os grupos controle e os demais 

grupos tratamento, com valor de * p<0,05, (**) p<0,001.  
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6 DISCUSSÃO 

Os produtos naturais são uma fonte ilimitada para a descoberta de drogas antitumorais. 

As plantas têm sido a mais abundante fonte na obtenção de drogas que tratam diversas formas 

de câncer. A prospecção de compostos isolados de plantas, como os metabólitos secundários, 

servem para desenvolver estratégias no desenvolvimento de novos agentes com potencial 

terapêutico (CRAGG & NEWMAN, 2005; GROSSO et al., 2013; PAN et al. 2010). 

Os extratos de Physalis angulata tem sido objeto de estudos biológicos que o apontam 

como detentor de funções antitumorais, antimicrobianas, antiinflamatórias, imunomoduladores, 

tripanossomicida, anti-hepatoma, antinociceptivo, dentre outras funções (TOMASSINI et al., 

2000; CHOI & HWANG, 2003; WU et al., 2004). 

A consequência de um amplo espectro de atividades atribuída às espécies do gênero 

Physalis é sem dúvida atrelada a diversidade estrutural e funcionalização apresentada pelos 

vitaesteróides, que são lactonas esteroidais do grupo de metabólitos secundários que 

demonstram grande potencial para utilização na medicina a partir dos seus diversos efeitos no 

organismo (RÜNGELER et al., 1999; CÁRDENAS et al., 1994). 

O presente estudo investigou os possíveis efeitos do uso do extrato etanólico extraído 

de caule de Physalis angulata proveniente das fazendas experimentais da UFRB em células C6 

de glioblastoma murino. Este extrato foi analisado químicamente em estudos anteriores do 

grupo (FREITAS, 2019), onde foi identificada a presença dos flavonoides rutina e 

isorhamnetina, e três tipos de fisalinas (A, B e E).  

No ensaio de MTT, onde é avaliada a capacidade das desidrogenases mitocondriais de 

células vivas converterem o substrato em formazan, as enzimas permanecem ativas somente 

em células vivas viáveis, portanto, a intensidade da cor violeta é proporcional ao número de 

células vivas. Os resultados obtidos revelaram que o EEPA na concentração de 0,5 μg/mL 

apresentou viabilidade celular igual ao do grupo controle. Já nas concentrações 1 μg/mL e 2,5 

μg/mL houve uma leve redução da viabilidade, de 5% na concentração 1 μg/mL, e 8% na 

concentração 2,5 μg/mL. A redução da viabilidade celular a partir do metabolismo mitocondrial 

pode ser atribuída a atividade citotóxica promovida pelos compostos presentes no extrato. 

Estudos feitos por Magalhães (2006) demonstraram a atividade antiproliferativa para 

extratos e frações de Physalis angulata em cânceres como da CEM (leucemia – humana), HL-

60 (leucemia – humana), HCT-8 (cólon – humana), MCF-7 (mama – humano), B-16 

(melanoma murino), PC-3 (próstata), MDA-MB-231 e MDA-MB-435 (mama) e K-562 

(eritroleucemia). O extrato etanólico da P. angulata apresentou uma concentração inibitória 
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média < 8,0 μg/mL em todas as linhagens celulares, o que determinou um elevado potencial 

citotóxico.  

Estudos feitos por Chiang et al. (1992a, 1992b), mostraram que o extrato etanólico de 

P. angulata. possui atividade citotóxica em várias linhagens leucêmicas, como a HL-60, nas 

células HeLa (útero) e Calu (pulmão). Wu et al. (2004), demonstraram que o extrato etanólico 

de P. angulata foi capaz de inibir o crescimento de linhagens de células tumorais de fígado 

humano, para Hep G2 e PLC/PRF/5. 

O óxido nítrico possui envolvimento em diversas reações orgânicas, e pode ser tanto 

benéfico quanto tóxico, a depender da sua concentração. O NO é o mais importante mediador 

citotóxico de células imunes no organismo. É um radical livre que pode ter função tanto 

oxidante quanto redutora. Apesar do potencial citotóxico, que vem a prejudicar as células 

sanguíneas, o NO também assume papel de mensageiro químico, ativando ou inibindo 

moléculas do sistema imunológico. Esse potencial citotóxico do NO é oportuno durante 

respostas imunológicas onde provoca danos oxidativos letais em células-alvo, podendo estas 

serem células tumorais e bactérias. O aumento nos níveis de NO pode ser importante na defesa 

contra invasores celulares, tumores celulares e lesões 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 possível observar que o tratamento com o EEPA induziu um 

aumento na produção de NO nas concentrações 0,5 μg/mL e 1 μg/mL, sendo o aumento em 1 

μg/mL mais representativo, enquanto que na concentração 2,5 μg/mL ocorreu uma diminuição 

na produção do NO quando se comparado ao controle. Nas concentrações 0,5 μg/mL e 1 μg/mL 

onde houve um aumento da produção do NO, pode ser explicada a partir do aumento da 

produção de óxido nítrico sintetase (iNOS) quando há a polarização do perfil de resposta Th1 

nos glioblastomas, estes sendo responsáveis por alterações imunológicas que favorecem a 

eliminação de células tumorais. Nakamura & Lipton (2009) afirmam que níveis elevados de 

NO podem afetar a permeabilidade celular, resultando em déficit nas trocas iônicas, liberação 

de enzimas hidrolíticas lisossomais e posteriormente resultando em morte celular.  

Xue et al. (2016) mostrou um aumento na expressão de iNOS após estímulo com 

LPS/IFNy em cultura de células de glioblastoma/microglia humanas estimuladas com ácido 

clorogênico. A redução do óxido nítrico na concentração 2,5 μg/mL corrobora com estudos 

como o de Soares et al. (2003) que mostraram os efeitos de fisalinas (B, F e G) isoladas do 

extrato etanólico de P. angulata agiam reduzindo a produção de NO em cultura de macrófagos 
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ativados com LPS e interferon-y. Já no estudo feito por Bellintani et al. (2002) foi verificada a 

ação das fisalinas B, F e G na inibição do NO e citocinas pró inflamatórias, bem como reversão 

do choque endotóxico. Soliman & Mazzio (1998) afirmam que, compostos polifenólicos como 

a rutina, possuem a capacidade de induzir a produção do NO. Rosa (2019) mostrou que a 

suplementação de rutina na dieta de jundiás afetou os níveis de óxido nítrico, reduzindo-os, 

bem como aumentou a atividade da superóxido dismutase.  

A linhagem C6 é constituída de tipos celulares morfologicamente distintos, tais como 

células poligonais e células finas e alongadas (ARMELIN et al., 1982). Na análise morfológica 

por método de Rosenfeld, são observadas alterações nas células nas diferentes concentrações. 

Pode-se observar que no DMSO possui menos células que se comparado ao controle. Na 

primeira concentração testada, a 0,5 μg/mL, não foi observada alteração morfológica das 

células em relação ao controle. 

Na concentração 1 μg/mL as células apresentaram corpo celular maior se comparado às 

outras concentrações, o que sugere que as células estão respondendo a modulação pelo extrato. 

Quando observamos a curva da produção de NO, a concentração 1 μg/mL apresentou um 

aumento considerável em comparação ao grupo controle. Já quando analisamos a atividade 

metabólica celular avaliada pelo método do MTT, a concentração 1 μg/mL apresentou uma leve 

redução do metabolismo celular quando comparada ao grupo controle. O aumento na produção 

do NO na concentração 1 μg/mL pode indicar que nesta concentração o NO está elevado em 

relação às outras concentrações na intenção de debelar as células tumorais a fim de induzirem 

a morte celular tumoral. 

Já na concentração 2,5 μg/mL quando comparado ao controle, a morfologia das células 

apresentaram corpo celular menor e mais alongado. A retração do corpo celular e a emissão de 

finos prolongamentos sugere que a célula está em remissão ou em processo de morte celular. 

Essa premissa pode ser reforçada ao analisar a curva do NO, quando na concentração 2,5 μg/mL 

houve uma queda considerável na produção de NO, que pode sugerir que houve uma 

diminuição na proliferação de células C6, que foi resultado da falta de células viáveis e, 

portanto, produzindo menos NO, bem como também migrando menos.  

Reforçando essa possibilidade, quando analisados o gráfico do metabolismo celular por 

MTT, foi na concentração 2,5 μg/mL que ocorreu a maior queda na atividade metabólica 

celular, quando comparada à concentração controle. Podemos sugerir que, na concentração 1 

μg/mL as células tumorais sofriam a ação dos compostos, no entanto, ainda haviam muitas 

células viáveis e liberando NO como forma de defesa aos componentes antitumorais e 
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citotóxicos da rutina e das fisalinas. No entanto, na concentração 2,5 μg/mL o metabolismo 

celular caiu consideravelmente, podendo indicar declínio nas atividades metabólicas celulares 

causadas por uma concentração efetivamente mais potente do extrato.  

No entanto, tanto nas concentrações 1 μg/mL quanto na 2,5 μg/mL observou-se uma 

redução na quantidade total de células, além da presença de prolongamentos menores e mais 

finos. Ao comparar com os resultados dos testes de migração celular, são nestas mesmas 

concentrações que é observado um menor avanço das células C6 na lesão, quantificadas em 

comprimento (mm) e apresentadas na forma de gráfico de barras. 

A migração celular é o processo em que células se movimentam de um local para o 

outro, e esse processo faz parte de etapas patológicas e fisiológicas do organismo, dentre as 

quais se destacam cânceres, inflamação e cicatrização de feridas (HULKOWER; HERBER, 

2011). As metodologias para quantificar e examinar a migração celular são ferramentas úteis 

para triagem de drogas anticâncer. O ensaio de migração, também conhecido como “ensaio de 

ranhura” é um método simples e econômico para estudar a migração celular. Nesta técnica, é 

realizada uma lesão em uma monocamada celular confluente, e a taxa de fechamento da fenda 

e a migração celular podem ser quantificadas a partir de fotografias feitas em diferentes 

períodos de tempo em microscópio adequado para tal procedimento. A migração celular é 

fundamental em muitos processos biológicos, como reparo e regeneração tecidual 

(CONDEELIS et al., 2005; LIANG et al., 2007). 

No ensaio de migração celular, as concentrações 1 μg/mL e 2,5 μg/mL demonstraram 

uma redução da invasão celular na lesão induzida no tapete celular, o que pode reforçar que o 

composto possui atividade antitumoral. É importante ressaltar que a ocupação das áreas livres 

da lesão não somente são ocasionadas pela migração celular, são também pela proliferação das 

linhagens que conforme se dividem, vão ocupando os espaços vazios disponíveis (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 

concentrações sub citotóxicas de extratos de P. angulata (5-15 μg/mL) houve uma inibição da 

migração e invasão das células HSC-3 altamente metastáticas, de uma forma dependente de 

dose e de tempo promovido pelo ensaio de reparo de cicatrização de feridas e ensaio transwell.  

Wang et al. (2021) estudaram a potencial atividade anti cancerígena do 

physapubenolideo (PB), um composto extraído da Physalis minima, em células de melanoma. 

O estudo demonstrou a capacidade do PB de induzir apoptose celular, inibindo a proliferação 
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e migração das células de melanoma de forma concentrada e dependente de concentração, a 

partir do ensaio de migração “wound-healing assay”. 

Bispo da Silva et al. (2019) investigaram em modelos in vitro e in vivo o potencial do 

flavonoide rutina e quercetina (aglícona da rutina), a partir de interações diretas e indiretas a 

modulação da resposta microglial e seu impacto na viabilidade celular do glioma, visto que as 

interações microglia-glioma favorecem o crescimento e invasão tumoral. Além dos 

mecanismos inflamatórios incluídos nas propriedades anti-glioma de ambos os flavonoides. 

Para este estudo, foi utilizada a concentração de 50 µM tanto da rutina quanto da quercetina. 

Foi caracterizado o efeito direto de ambos os flavonoides na proliferação e migração das células 

de glioma C6.  

No ensaio de migração realizado por Bispo da Silva et al. (2019), foi possível visualizar 

após as 24h do início do experimento as células C6 entrando na área da lesão e fechamento 

quase que completo da lesão após 48 horas. No entanto, quando as culturas foram tratadas com 

rutina ou quercetina, foi observada uma inibição da propriedade migratória das células C6 desde 

24 horas após o início dos tratamentos. 

Os resultados obtidos por Bispo da Silva et al. (2019) que indicam que a rutina e a 

quercetina inibem a migração das células de glioma, corroboram os estudos anteriores 

realizados por Santos et al. (2011) e Santos et al. (2015).  

Diversos estudos já demonstraram que a interrelação entre microglia-glioblastoma 

desencadeia uma resposta imunológica regulamentar que é responsável pela agressão e invasão 

do glioblastoma. Bispo da Silva et al. (2017) caracterizou que a rutina na concentração de 50 

µM pode levar a indução da ativação e modulação do perfil inflamatório da microglia in vitro. 

Para investigar se o efeito do tratamento com rutina ou quercetina interferia na resposta 

microglial inflamatória, foram realizados ensaios de quimiotaxia em sistema transwell. Os 

resultados indicaram que a exposição das células de glioma C6 à rutina ou quercetina pode 

induzir, indiretamente, a secreção de fatores solúveis além da ativação e proliferação microglial. 

Os compostos presentes na análise química do extrato etanólico bruto de P. angulata, 

diante dos estudos citados anteriormente, demonstram uma ação antitumoral potente, aliado a 

inibição da progressão e migração de células tumorais, aliado a capacidade modulatória da 

resposta inflamatória no microambiente tumoral. Podemos atribuir aos compostos presentes no 

EEPA a participação na inibição da migração celular de C6 relatada no presente estudo, 

podendo ser as responsáveis pelo menor deslocamento das células C6 em direção a lesão feita 
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mecanicamente no tapete celular cultivado, demonstrando seu potencial antitumoral e 

antimigratório já descrito na literatura. 

O EGFR é uma glicoproteína transmembrana relacionado a proliferação e manutenção 

do crescimento celular. A superexpressão do EGFR na membrana de células tumorais levam 

ao aumento da atividade proliferativa e capacidade invasiva do tumor. O EGFR é expresso em 

altos níveis em diversos tipos de células tumorais, sendo encontrado em gliomas, mais 

especificamente em glioblastomas (LACOUTURE MELOSKY, 2007; YARDEN & 

SLIWKOWSKI, 2001). 

A análise da expressão da proteína EGFR foi realizada a partir de métodos 

imunocitoquímicos e western blotting. As culturas tratadas com o EEPA no período de 24 

horas, e analisadas por imunocitoquímica, apresentaram uma menor expressão do EGFR nas 

concentrações 1 μg/mL e 2,5 μg/mL, o que pode ser explicado pela possível redução tumoral 

causada pelo EEPA para com as células C6, alterando diretamente a quantidade expressa de 

EGFR tanto pela imunocitoquímica, quanto na vista pelo western blotting, onde os resultados 

corroboram na diminuição dose-dependente. Nas concentrações 0,5 μg/mL e 2,5 μg/mL houve 

uma redução considerável da expressão da proteína EGFR com significância estatística quando 

se comparado com o controle (100%). Essa redução pode ser consequência dos fatores 

antitumorais encontrados nos compostos presentes no EEPA. 

Uma possível explicação para a redução da expressão do EGFR foi sugerida por 

Stockhausen et al. (2014) onde demonstraram que, ao inibir a sinalização do EGFR e EGFRvIII 

(variante 3 do EGFR), induziu a uma diferenciação celular, diminuição da capacidade 

tumorigênica in vitro e redução do potencial de células bCSC (células-tronco cancerígenas 

cerebrais). No entanto, numa superexpressão destes mesmos fatores, como relatada por 

Stockhausen et al. (2014), houve um favorecimento da proliferação das células tumorais. 

No ensaio imunocitoquímico de Bispo da Silva et al. (2019) com alpha tubulina, uma 

proteína de citoesqueleto, foi demonstrada uma redução considerável na proporção de células 

C6 aderentes após o tratamento com os flavonoides, sendo a morfologia das células descritas 

como fenótipo bipolar mais fino em comparação com o controle.  

Dessa forma, os resultados apontam o EEPA como um possível composto a ser utilizado 

no tratamento dos gliomas. A análise dos resultados de nossos experimentos indica que a 

atividade biológica do EEPA sobre as células C6 de glioblastoma depende do tempo de 

exposição e das concentrações adotadas. A concentração 1 μg/mL indicou ser a mais promissora 

para o objetivo ao qual este trabalho se propõe. 
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7 CONCLUSÃO GERAL 

Este trabalho, de forma inédita, investigou os efeitos citotóxicos e antitumorais do uso 

do extrato etanólico 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 alterações morfógicas 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 redução na viabilidade celular e provocou morte celular de 

maneira dose dependente; 

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

5- O extrato reduziu a expressão da proteína 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 são necessários para 

compreender melhor o mecanismo de ação deste composto em tumores malignos.  
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ANEXO 

 

Espectro e íons totais do extrato etanólico bruto do caule de Physalis angulata 

 

Fonte: FREITAS (2019) 
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