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RESUMO 

Introdução: Physalis angulata L. é uma planta da família Solanaceae amplamente utilizada 

na medicina popular. Metabólitos secundários com potencial farmacológico, incluindo 

fisalinas que exibem atividades anti-inflamatórias, imunomoduladoras e antiparasitárias, 

foram identificados nesta espécie. Poucos estudos investigaram os locais de armazenamento 

de metabólitos secundários na planta e o efeito dos bioativos na linfoproliferação causada pelo 

vírus linfotrópico de células T humanas (HTLV-1). Objetivos: Caracterizar as estruturas 

anatômicas vegetais, o perfil fitoquímico dos extratos e avaliar o efeito da Physalis angulata 

em linfócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1 Material e métodos: Foram empregadas 

técnicas de microscopia eletrônica e óptica convencional para a caracterização anatômica dos 

órgãos da P. angulata (folha, raiz, caule e frutos). Extratos metanólicos de folhas, raízes, 

caule e frutos foram qualitativamente caracterizados pela presença de esteroides, terpenoides, 

taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides, antraquinonas, cumarinas, teor de compostos 

fenólicos totais e conteúdos de flavonoides. A capacidade antioxidante desses extratos foi 

determinada pela atividade de sequestro de radicais livres do DPPH. Para avaliar o efeito do 

extrato da P. angulata e Fisalina F sobre a linfoproliferação, células de três indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 e três controles não infectados foram cultivadas em presença de 

diluições seriadas do extrato e da Fisalina F por 5 dias. As células foram pulsadas por 18h 

com 1µCi 3H- Timidina. Além disso, foi realizado a análise do ciclo celular, na presença ou 

ausência da Fisalina F e do extrato. Resultados: Os estômatos anisocíticos localizados na face 

abaxial foram mais abundantes que os estômatos na face adaxial. Tricomas foram 

evidenciados mais abundantes ao longo das nervuras do pecíolo, caules, além da margem nas 

sépalas e pétalas e dispersos no ovário. Esteroides e terpenoides estiveram presentes nas 

folhas, caules e frutos de P. angulata. Saponinas eram exclusivas nos frutos. A triagem 

fitoquímica não detectou flavonoides, antraquinonas e alcaloides em todas os extratos 

metanólicos das partes testadas da planta. As maiores capacidades antioxidantes foram 

identificadas nos extratos foliares e frutíferos, possivelmente devido à presença de compostos 

fenólicos nesses órgãos. O IC50 encontrado para Fisalina F foi 3,0 µM e o IC50 do extrato 

etanólico do caule de P. angulata foi de 7,0 µg. A Fisalina F e o extrato da P. angulata 

inibiram a proliferação espontânea de células infectadas de HTLV-1 e reduziram o número de 

células em processo de mitose. Conclusão: Este estudo descreveu as características 

anatômicas e bioquímicas de P angulata e identificou órgãos do indivíduo abundantes em 

antioxidantes (folhas e frutos) e esteroides (possivelmente fisalinas; folhas). Fisalina F e 

extrato de P. angulata apresentaram um efeito inibitório sobre células de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1, diminuindo a proporção de células em divisão celular. 

 

Palavras chave: HTLV-1. Physalis angulata. Fisalina F. Anatomia. Fitoquímica. 

Antioxidante. Linfoproliferação. 
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ABSTRACT 

Background: Physalis angulata L. is widely used in folk medicine. Secondary metabolites 

with pharmacological potential, including physalins that exhibit anti-inflammatory / 

immunomodulatory and antiparasitic activities, have been identified in this species. Few 

studies have investigated the storage sites of secondary metabolites in the plant, and the effect 

of bioactives on lymphoproliferation caused by human T-cell lymphotropic virus type 1 

(HTLV-1). Objectives: To characterize the plant anatomical structures, the phytochemical 

profile of the extracts and to evaluate the effect of Physalis angulata on lymphocytes of 

individuals infected by HTLV-1. Material and methods: Electron and conventional optic 

microscopy were used for the anatomical characterization of the P. angulata organs (leaf, 

root, stem and fruits). Methanolic extracts of leaves, roots, stems and fruits were qualitatively 

and chemically characterized by the presence of steroids, terpenoids, tannins, alkaloids, 

saponins, flavonoids, anroquinones, coumarins and phenolic compounds. Phenolic 

compounds, flavonoid contents and antioxidant capacity of these extracts was determined by 

the free radical scavenging activity of DPPH. To evaluate the effect of the extract and 

Physalin F on lymphoproliferation, cells from three individuals infected with HTLV-1 and 

three uninfected controls were cultured in the presence of serial dilutions of the extract and 

the compound for 5 days. Cells were pulsed with 1 μCi 3 H-Thymidine for 18 h. In addition, 

cell cycle analysis in the presence or absence of Physalin F and the extract was performed 

using flow cytometry. Results: Stomatas were more frequent on abaxial surface compared to 

adaxial surface. Trichomes were more abundant along the veins of the petiole, stems, besides 

the margin in the sepals and petals and dispersed in the ovary. Steroids and terpenoids were 

present on the leaves, stems and fruits of P. angulata. Saponins were found only in fruits. 

Phytochemical screening did not detect flavonoids, anthraquinones and alkaloids in all 

methanol extracts of the tested parts of the plant and alkaloids in all parts tested. High 

antioxidant capacity were identified in both leaf and fruit extracts, possibly due to the 

presence of phenolic compounds in these organs. The IC50 for Physalin F was 3.0 µM and 

extract de P. angulata was 7.0 µg. Physalin F and the ethanolic extract of the stem inhibited 

the spontaneous proliferation of HTLV-1 infected cells, and reduced the number of cells in 

the process of mitosis. Conclusion: This study describes the anatomical and biochemical 

characteristics of P angulata and identified organs abundant in antioxidants (leaves and fruits) 

and steroids (possibly fisalinas;  leaves). Physalin F and extract of P. angulate showed an 

inhibitory effect on cells of individuals infected by HTLV-1, decreasing the proportion of 

cells in cell division. 

 

Key words: HTLV-1. Physalis angulate. Physalin, anatomy. Phytochemistry. Antioxidant. 

Lymphoproliferation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Physalis angulata (Linnaeus 1753) é uma espécie da família Solanaceae, originária da 

América do Sul, distribuída em áreas tropicais e subtropicais em todo o mundo. No Brasil é 

popularmente conhecida como camapú, balãozinho, juá-de-capote, mata-fome
(1)

. As 

propriedades biológicas da P. angulata são amplamente utilizadas na medicina popular no 

tratamento de reumatismo crônico, rim, bexiga, fígado e doenças da pele, bem como por suas 

propriedades sedativas, antipiréticas e antieméticas 
(1)

.  

 

Vários metabólitos secundários com propriedades farmacológicas foram identificados no 

gênero Physalis, como alcaloides, flavonoides, glicosídeos, saponinas, taninos, terpenoides e, 

especialmente, uma série de lactonas esteroidais C28, fisalinas e vitanolideos 
(2-4)

. 

 

Os estudos com esteroides secos purificados a partir de extratos de P. angulata (fisalinas B, F 

ou G) ou extratos preparados a partir de raízes mostraram potentes atividades anti-

inflamatórias/imunomoduladoras
(5)

 e antineoplásicas
(6,7)

. Dentre os compostos naturais, as 

fisalinas vem se destacando com diversas ações terapêuticas. Particularmente, a Fisalina F 

tem um efeito contra o Trypanosoma cruzi
(5,8)

, bem como atividade antileishmanial
(9)

 e 

antiplasmodial
(10)

. Recentemente, observou-se igualmente um efeito imunossupressor na 

proliferação de células infectadas com o vírus linfotrópico de células T humanas do tipo 1 

(HTLV-1)
(11)

. 

 

O HTLV-1 infecta linfócitos T CD4+, T CD8+, monócitos e células dendríticas, induzindo a 

proliferação espontânea destas células. O vírus se multiplica por divisão mitótica (expansão 

clonal) ou em menor intensidade pelo contato célula-célula (sinapse virológica)
(12)

.  

 

O HTLV-1 é o agente etiológico da mielopatia associada ao HTLV/paraparesia espástica 

tropical (HAM/TSP)
(13)

, da leucemia/linfoma de células T adultas (ATLL) 
(14)

, da uveíte 

associada ao HTLV-1
(15)

 e da dermatite infecciosa em crianças
(16)

.  

 

O tratamento da infecção pelo HTLV-1 é sintomático e restrito aos pacientes que apresentem 

alguma doença associada. O tratamento da ATLL é a quimioterapia convencional associada a 

antirretrovirais e não apresenta boa resposta terapêutica
(17)

. Pacientes com doenças 



18 

 

inflamatórias, especialmente, HAM/TSP, normalmente fazem uso de corticosteroides, como 

predinisolona e IFN-α 
(18,19)

. 

 

Em busca de novas drogas terapêuticas, compostos quinolínicos, alcaloides extraídos de uma 

planta da Amazônia boliviana, tem demonstrado inibir a integrase do HIV-1 e a proliferação 

de células infectadas pelo HTLV-1. Um composto quinolínico (fluoroquinolona K-37) foi 

capaz de inibir a replicação do HTLV-1 em células de linhagem MT-2 e MT-4, e em PBMC 

de dois indivíduos com HAM/TSP
(20)

. Compostos quinolínicos foram capazes de modular a 

intensidade de proliferação em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1
(21)

.  

 

Poucos estudos caracterizaram a estrutura anatômica de P. angulata e a distribuição tecidual 

de metabólitos secundários na espécie. A fim de identificar a localização de metabólitos na P. 

angulata, foi realizada uma descrição anatômica abrangente da raiz, caule, folha e flor e 

caracterização fitoquímica dos extratos metanólicos da raiz, caule, folha e fruto. Além disso, 

foi investigado o efeito do extrato da P. angulata e do secoesteroide Fisalina F sobre células 

mononucleares de indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

 

Este trabalho lança luz sobre aspectos funcionais das estruturas secretoras e pode contribuir 

para melhorar o processo de bioprospecção. Consequentemente, poderia ser melhor avaliado o 

potencial farmacológico da planta sobre a inibição da proliferação espontânea das células 

infectadas pelo HTLV-1. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Physalis angulata L. 

 

A Solanaceae compreende cerca de 150 gêneros e 3000 espécies amplamente distribuídos em 

regiões tropicais e subtropicais, com 30 gêneros e 450 espécies presentes no Brasil. Dentre os 

gêneros descritos, Physalis é um dos maiores possuindo cerca 110 espécies, das quais 11 

ocorrem no Brasil. As espécies de Physalis mais estudadas são a P. peruviana, P. ixocarpa e 

a P. angulata
(1)

. 

      

Physalis angulata Linné é nativa da América Tropical, distribuída nas Américas do Norte, 

Central e do Sul, e nas áreas tropicais da África e da Ásia. É distribuída em áreas tropicais e 

subtropicais em todo o mundo e em várias regiões do Brasil (Figura 1).(22)
  

 

 

 

Figura 1 - Distribuição geográfica de Physalis angulata no Brasil
(23)

. 
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O nome Physalis origina-se do grego. Physa significa bolha ou bexiga, em referência ao 

cálice da flor que cresce e protege o fruto, característica que evidencia a planta e auxilia na 

classificação do táxon (Figura 2). No Brasil, P. angulata é conhecida como camapu, joá-de-

capote, mata-fome, balão. A planta é utilizada no tratamento caseiro do reumatismo crônico, 

problemas renais, da bexiga, do fígado e doenças de pele, assim como sedativo, antitérmico e 

antiemético 
(1)

.  

 

A P. angulata é uma erva anual de 70 cm de altura (Figura 2), que se expande facilmente, 

sendo caracterizada como planta invasora. A lâmina foliar é ovalada-lanceolada a oblonga, 

com folha simples, alternas, membranácea, de margens denteadas. As flores são pentâmeras, 

de cor creme-amarela, geralmente solitárias. Os frutos são bagas globosas de cor amarelo, 

com muitas sementes em forma discoides, coloração marrom. Os frutos são envolvidos pelo 

cálice (conjunto de sépalas) concrescentes e inflados, conferindo forma de um pequeno balão. 

O estame possui anteras azuis, estilete com estigma capitado e ovário bicarpelar. O caule é 

anguloso e a raiz axial, pivotante. O ciclo de vida da P. angulata é considerado curto, 

produzindo frutos em média aos 90 dias após a semeadura 
(1)

. 

  



21 

 

 

 

Figura 2 - Ilustração das partes da Physalis angulata L.:a = aspecto geral do ramo; b = raiz 

primária e raízes secundárias; c = corola em vista frontal; d = estruturas reprodutivas: estames 

e pistilo (ovário e estigma); e = fruto envolvido por sépalas; f = fruto concrescido com a 

semente; g = semente. 
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2.1.1 Caracterização Farmacológica  

 

As plantas do gênero Physalis são consideradas relevantes quanto aos aspectos etnobotânico, 

nutracêutico e medicinal, devido a sua vasta composição química a qual é formada de 

micronutrientes, metabólitos primários e especialmente os metabólitos secundários, além de 

servir para fins alimentares. 

 

Dentre os metabólitos secundários encontrados no gênero Physalis destacam-se os 

flavonoides, em folhas da P. peruviana; calisteginas em diferentes estruturas da P. alkekengi 

var. francheti, P. philadelphica Lam., P. ixocarpa Brot e da P. peruviana; triterpenoides em 

sementes de P. alkekengi L.; ceramidas em folhas e estames de P. philadelphica; 

fenilpropanóides; inúmeras classes de ácidos graxos em sementes além de diferentes tipos de 

esteróides 
(24-26)

. 

 

Os esteróides denominados vitaesteróides (vitanólidos, vitafisalinas, acnistinas, 

ixocarpalactonas, perulactonas e fisalinas são originados a partir da via do ácido mevalônico e 

são de grande interesse farmacológico
(4)

. Os vitaesteróides são substâncias bioativas, 

caracterizadas como lactonas esteroidais que reproduzem o esqueleto intacto do ergostano, 

sendo, em sua grande maioria, polioxigenados
(4)

.  

 

A P. angulata tem na sua composição fitoquímica flavonoides, alcaloides, carotenoides
(27)

. Os 

frutos da P. angulata apresentam uma alta concentração de flavonoides, alcaloides e 

fitoesteroides, que são amplamente empregados na indústria de fármacos, além de serem ricos 

em vitaminas A e C, fósforo e ferro. Além disso, as fisalinas B, G, D, E, F, H, I, K e U 

(Figura 3) já foram isoladas de raiz, caule e folhas da P. angulata 
(28, 29)

. 

 

Estudos com seco-esteroides purificados a partir de extratos de P. angulata (fisalinas B, F ou 

G) ou de extratos preparados a partir de raízes mostraram atividades antiinflamatórias / 

imunomoduladoras
(5)

 e antineoplásicas
(6,7)

. Particularmente, a Fisalina F foi identificada como 

uma substância com potencial farmacológico, diminuindo a proliferação do Trypanosoma 

cruzi
(5,8)

, atividades antileishmania
(9)

 e antiplasmodial 
(10)

 além de um efeito imunossupressor 

na proliferação de células infectadas com o vírus linfotrópico de células T do tipo 1 (HTLV-

1)
(11)

. 
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Figura 3 - Vitaesteroides (fisalinas A, B, C, D, E, F, G, H) encontradas no gênero Physalis.  

 

 

 

 

Fisalina A  Fisalina B  

 

 
Fisalina C  Fisalina D  

 
 

Fisalina E Fisalina F  

 
 

Fisalina G Fisalina H 
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2.2 HTLV-1 

 

O HTLV-1 é um retrovírus da família Retroviridae. Foi o primeiro retrovírus humano 

descoberto associado ao desenvolvimento de doenças
(30)

. Posteriormente, foi identificado o 

HTLV-2, que não está claramente associado a doenças
(31)

. Mais recentemente, dois outros 

subtipos, HTLV-3
(32)

 e HTLV-4
(33)

 foram identificados na África.  

 

A estimativa de infecção pelo HTLV-1 está em torno de 5 a 10 milhões de pessoas
(34)

. O vírus 

é considerado endêmico no Japão, Caribe, África, América do Sul e ilhas da Melanésia. No 

Brasil, esse vírus está registrado em quase todos os estados, considerando em torno de 800 

mil o número de pessoas infectadas
(34)

. A Bahia é o estado com maior prevalência (6,7 a 

10/1000 habitantes) em relação aos demais estados que apresentam uma prevalência abaixo 

de 3,4/1000 habitantes
(35)

. Um estudo de base populacional realizado em Salvador, Ba, 

evidenciou que cerca de 2% da população (em torno de 50.000) encontra-se infectada
(36)

. A 

soropositividade para o HTLV-1 é considerada baixa e se eleva a partir da adolescência e 

início da atividade adulta, sendo destacado mais em mulheres devido a transmissão por via 

sexual mais eficiente do homem para a mulher, além das transfusões sanguíneas serem mais 

frequentes em mulheres
(37, 38)

. No entanto, o risco de transmissão de HTLV-1 por transfusão 

de sangue é mínimo devido a triagem obrigatória nos bancos de sangue desde 1993 
(39)

.  

 

As vias de transmissão da infecção pelo HTLV-1 incluem transmissão vertical principalmente 

por aleitamento materno, parenteral e sexual. Recentemente, um estudo realizado em 

Salvador, mostrou que a transmissão sexual é uma via importante de transmissão nesta 

cidade
(40).

 Os fatores de risco associados a infecção pelo HTLV-1 incluem hemotransfusão, 

baixo poder aquisitivo, nível inferior de educação, relações sexuais sem preservativo
(41, 42)

. 

 

O diagnóstico da infeção pelo HTLV-1 é realizado através dos testes sorológicos que 

detectam a presença de anticorpos contra o vírus (ELISA ou aglutinação). Para confirmação 

utiliza-se o Western Blot (WB) além dos testes moleculares, (reação em cadeia de 

polimerase), que detecta a presença de ácidos nucleicos ou ribonucleicos do vírus, além de ser 

utilizado para distinguir a infecção dos tipo1 e 2 do HTLV.  
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2.2.1 Patogênese da infecção  

 

Uma das características imunológicas mais marcantes da infecção pelo HTLV-1 é a indução 

da proliferação espontânea de células mononucleares 
(43)

. As células dos indivíduos infectados 

proliferam mesmo na ausência de estímulos exógenos, como IL-2 ou antígenos. Esta 

proliferação pode ocorrer tanto in vitro quanto in vivo e atinge várias populações celulares, 

como linfócitos T CD4+ e CD8+ além de células natural killer 
(12, 44)

. 

 

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfócitos T CD4+, induzindo a proliferação espontânea 

das subpopulações linfocitárias. O vírus se integra ao genoma da célula infectada na forma de 

provírus. A proliferação espontânea dos linfócitos mantém a infecção por divisão mitótica. 

Além disso, ocorre uma sinapse virológica, com transferência de partículas virais no contato 

célula-célula
(12)

.  

 

No processo da infecção do HTLV-1 a resposta imune aciona células T contra o vírus, o que 

contribuirá para a eliminação das células infectadas mantendo estável a carga proviral do 

HTLV
(12)

. A carga proviral permanece estável na maioria dos indivíduos assintomáticos 

infectados, sendo menor quando comparada aos indivíduos infectados com HAM/TSP 
(45,46)

. 

Uma elevada carga proviral (> 5% de células infectadas) está associada ao desenvolvimento 

das doenças associadas aos indivíduos portadores de HTLV-1
(45)

. A proliferação é também 

um dos mecanismos de manutenção da carga proviral, através da mitose de células infectadas 

pelo HTLV-1. A carga viral mantém a infecção viral por meio da proliferação de linfócitos 

que portam um provirus e expressam proteínas virais, particularmente Tax
(12)

. A proteína Tax, 

uma das proteínas regulatórias do HTLV-1, tem um papel importante nesta proliferação por 

sua ação transativadora, e é considerada central no processo de proliferação e ativação celular 

aumentando a transcrição de diversos genes celulares implicados na proliferação (IL-2, IL-15 

e o receptor de IL-2) e de proto-oncogenes (c-Fos e c-Jun) 
(47)

. Além disso, Tax estimula a 

mitose ativando as ciclinas D (CDK4 e CDK6), inibindo as proteínas regulatórias do ciclo 

celular (p15, p16, p53, pRb) e suprimindo a apoptose pelo aumento de proteinas anti-

apoptóticas com Bel-2 e Bel-x
(47)

. Esta proliferação é policlonal e está presente na maioria dos 

indivíduos infectados pelo vírus, embora a intensidade de proliferação seja maior em 

indivíduos com HAM/TSP 
(48,49)

. Existe igualmente uma correlação direta entre a proliferação 

espontânea de linfócitos e a produção de citocinas inflamatórias como IFN e TNF que tem um 

papel na patogênese das doenças associadas ao HTLV-1, especialmente a HAM/TSP.  
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O HTLV resulta em uma infecção persistente, levando a ativação do sistema imune, 

proliferação das populações de linfócitos T CD4 e T CD8 
(49)

. Os linfócitos T expressam 

moléculas de ativação como CD 25 e HLA-DR 
(46)

.  

 

2.2.2 HAM/TSP 

 

A HAM/TSP é uma doença neurológica progressiva e debilitante causando paraparesia 

espástica, que leva a uma perda progressiva da função motora nos membros inferiores. Além 

disso, os pacientes queixam-se de disfunção da bexiga e do intestino, bem como distúrbios 

sensoriais superficiais e profundos em extremidades, incluindo parestesias e disestesias. O 

diagnóstico de HAM/TSP baseia-se numa extensa lista de sinais e sintomas clínicos e critérios 

laboratoriais, conforme proposto pela Organização Mundial de Saúde, em 1988 e revisado em 

1989
(50,51)

.  

 

Os principais sintomas atribuídos a infecção de pessoas infectadas pelo HTLV-1 são 

paraparesia espástica ou paraplegia, alterações autonômicas dos esfíncteres com retenção e 

incontinência urinária ou constipação e disfunção erétil. Alterações sensoriais como parestesia 

e disestesia nos membros, dificuldades de locomoção, perda do equilíbrio e fadiga 

muscular
(51)

. Também tem sido registradas em pacientes com HAM/TSP e em indivíduos 

assintomáticos concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias, ou aquelas que 

induzem a proliferação de linfócitos como IL-2, TNF-α, IFN-y, IL-6, IL-10 E IL-15
(52)

. 

 

Não existe um tratamento específico para a infecção pelo HTLV-1 e poucas drogas são 

disponíveis. A indicação terapêutica é restrita aos grupos sintomáticos, com doenças 

associadas. A quimioterapia apresenta pouco sucesso no tratamento da ATLL. O uso 

combinado de antirretroviral, como a zidovudina, associado ao IFN-alfa, tem mostrado 

alguma atividade, mas a toxicidade e elevado custo limitam seu uso.  

 

Em relação à HAM/TSP, ainda não há um tratamento eficaz. As drogas mais utilizadas são a 

prednisona, interferon alfa, gamaglobulinas, pentoxifilina, entre outras. 

 

Uma possível estratégia para o tratamento de pacientes infectados por HTLV-1 seria o uso de 

drogas capazes de controlar a proliferação de linfócitos induzida pelo vírus. Metabólitos 
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secundários da P. angulata, especialmente a Fisaliana F diminui a proliferação espontânea de 

linfócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1 e podem ser promissores 
(11)

.  

 

A P. angulata é nativa do Brasil e encontra-se disseminada no território e particularmente no 

Nordeste. É de fácil cultivo e utilizada na medicina popular. Poucos estudos caracterizaram a 

estrutura anatômica de P. angulata e a distribuição tecidual de metabólitos secundários na 

espécie. A identificação e localização de metabólitos na P. angulata, através da caracterização 

fitoquímica dos extratos dos órgãos vegetativos, podem ser úteis na otimização do processo 

de extração dos compostos bioativos, bem como na atribuição correta do farmacógeno ou 

substâncias tóxicas.    
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Caracterizar as estruturas anatômicas vegetais, o perfil fitoquímico dos extratos e avaliar o 

efeito da Physalis angulata em linfócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Descrever a microscopia dos órgãos de P. angulata; 

 Realizar triagem fitoquímica dos extratos metanólicos de P. angulata; 

 Determinar o teor de fenólicos e flavonoides totais dos extratos metanólicos;  

 Avaliar a atividade antioxidante dos extratos através do sequestro do radical livre DPPH; 

 Testar o efeito do extrato da P. angulata e da Fisalina F sobre a linfoproliferação e ciclo 

celular. 
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CAPÍTULO 1 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Espécie Vegetal 

Os indivíduos de P. angulata (Figura 1) foram coletados no período vespertino, durante o 

outono (novembro de 2017) no Horto Florestal Experimental da Universidade Estadual de 

Feira de Santana (UEFS), Bahia, Brasil. A espécie foi identificada pelo sistemata e curador do 

Herbário da UEFS Dr. Luciano Paganucci Queiroz. O voucher da espécie P. angulata foi 

depositado no Herbário da UEFS pelo número 110448. 

 

 

 

 

 

 

Figura  1: Folha, caule, flor e fruto de Physalis angulata. cultivada em campo experimental 

na Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana 

(UEFS), Bahia, Brasil. 

 

4.2 Avaliação anatômica 

Três indivíduos de P. angulata foram fixados em formaldeído, ácido acético e fixados em 

álcool 70% (FAA70) na proporção 3:2:1. As folhas (ápice, meio e base), pecíolos, caules e 

raízes foram embebidos em metacrilato (Historesin Leica) e depois seccionadas em um 

micrótomo rotativo, Scope Zeiss, usando lâminas de aço descartáveis. As seções paradérmicas 

das folhas foram obtidas por dissociação utilizando ácido acético e peróxido de hidrogênio 1:1 

(v/v) e coradas com safranina. As seções foram em seguida coradas com azul de toluidina 

0,05% (m/v) e as lâminas montadas com Entellan (Merck).  
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A descrição da estrutura anatômica foi realizada de acordo com a classificação de Metcalfe e 

Chalk (1950)
(53)

. A medida da densidade estomática foi feita usando o software ANATI 

QUANTI
(54)

. Os cortes foram fotografados em uma câmera QImaging Go-3 acoplada ao 

fotomicroscópio óptico Olympus BX41. A avaliação anatômica foi realizada no Laboratório 

de anatomia vegetal e identificação de madeira - LAVIM do Instituto de Biologia da UFBA. 

 

4.3 Avaliação de Microscopia eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Fragmentos das partes aéreas e reprodutivas de P. angulata foram fixados com 2,0% (v/v) de 

glutaraldeído (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA) em tampão cacodilato de 

sódio (0,1 molL
-1

, pH 7,2) por 1 h em temperatura ambiente. Após a fixação, as amostras 

foram lavadas três vezes com tampão cacodilato de sódio (0,1 molL
-1

 , pH 7,2). As células 

foram então fixadas com solução de tetróxido de ósmio por 30 min e desidratadas em 

concentrações crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100% v/v). As amostras foram secas até o 

ponto crítico, método com CO2, montadas em suportes metálicos (stubs), metalizadas com 

camada de ouro e analisadas em microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM-6390LV. A 

avaliação do MEV foi realizada no Laboratório de microscopia de varredura da Fiocruz. 

 

4.4 Testes fitoquímicos 

 

Os caules, folhas, raízes e frutos foram separados, secos a um peso constante numa estufa 

com circulação de ar a 36±2 ºC (Fanem, Mod. 320-SE) e depois pulverizados num moinho do 

tipo Wilye (Tecnal, TE 650). Amostras em pó (30g) foram extraídas por maceração com 300 

mL de metanol por 72 horas à temperatura ambiente (30 ºC). Em seguida, a mistura obtida da 

maceração foi filtrada (usando filtro de papel Whatman nº 1) e concentrada sob pressão 

reduzida usando um evaporador rotativo (IKA RV 10 digital) a 40±2 ºC. Todos os extratos 

brutos secos obtidos foram armazenados a 8 ºC em recipientes herméticos até a análise. 

 

Para a triagem fitoquímica, foram preparadas soluções metanólicas dos extratos brutos            

(3,0 mg/mL) que, em seguida, foram submetidas aos respectivos testes. Triagem fitoquimica 

preliminar qualitativa para metabólitos secundários, tais como flavonoides, cumarinas, 

taninos, saponosídeos, esteroides e terpenoides, antraquinonas e alcaloides foi realizada de 

acordo com adaptação de Evans, 1983
(55)

. Os testes foram realizados no Laboratório de 

Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmácia da UFBa.  



31 

 

4.5 Capacidade Antioxidante 

 

A capacidade antioxidante foi determinada utilizando o método de sequestro do radical de 

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) in vitro
(56)

. Diluições em série dos extratos de partes de P. 

angulata (0,625, 1,25, 2,5 e 5,0 mg / mL
-1

) foram preparadas em metanol. Utilizou-se a 

quercetina como composto de referência/padrão nas mesmas concentrações dos extratos. 

Assim, 50 µL das amostras ou padrão foram adicionadas a 200 µL de DPPH (0,2 mM) em 

metanol em placas de microtitulação de 96 poços. A solução de DPPH e o metanol foram 

usados como branco. A absorbância foi determinada a 517 nm utilizando um leitor de placas 

de microtitulação (BioRad Elx800), e a percentagem de atividade de eliminação de radicais 

DPPH (% RSA) foi calculada de acordo com a seguinte equação: 

% RSA = 100 x [(absorbância do controle - absorbância da amostra) / absorbância do 

controle]. 

 

4.6 Determinação de conteúdo fenólico  

 

A determinação dos compostos fenólicos foi realizada com o método de Folin-Ciocalteu 

usando o ácido gálico como padrão
(57)

. Resumidamente, 20 μL de extratos (300 mg L
-1

) foram 

misturados com 100 μL do reagente de Folin-Ciocalteu em uma microplaca e agitados por 4 

minutos. Em seguida, 75 μL de carbonato de sódio (100 g L
-1

) foram adicionados. Após 2 h 

de incubação, no escuro, à temperatura ambiente, a absorbância foi medida a 750 nm no leitor 

de microplacas BioRad Elx800. O branco de reação foi preparado com H2O destilada. O 

resultado do teste foi expresso como o equivalente em ácido gálico (mg GAE / g extrato), 

calculado através da construção de uma curva analítica usando as diferentes concentrações de 

ácido gálico (10, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 500 µg mL
-1

). Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

4.7 Determinação de conteúdo total de flavonoides (CTF) 

 

A CTF foi medida usando um método espectrofotométrico modificado proposto por 

Chatatikun e cols 
(58)

.  Resumidamente, 50 µL de extratos (1000 mg L
-1

) ou quercetina foram 

adicionados a 10 µL de uma solução de cloreto de alumínio a 10% em etanol (p/v), seguido 

pela adição de 150 μL de etanol a 95% (v/v). O branco foi preparado com etanol 80% (v/v). 

10 μL de acetato de sódio 1M foram adicionados à mistura em uma microplaca de 96 poços e 
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incubados por 40 minutos à temperatura ambiente protegido da luz. A absorbância foi medida 

a 415 nm no leitor de microplacas BioRad Elx800. A CTF foi calculada a partir da 

concentração versus curva de absorbância construída usando quercetina como padrão (5, 10, 

25, 50, 75, 100 e 200 µg/mL). Os resultados foram expressos em equivalente quercetina mg g
-

1
 de extrato (mg EQ/g extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Uma regressão linear foi usada para calcular os valores de IC50. Os resultados foram 

considerados estatisticamente significativos quando P <0,05. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o método de regressão do software Analyze-it, (Analyze-it Software, 

Ltd., Reino Unido).  
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6 RESULTADOS   

 

6.1 Caracterização anatômica da P. angulata 

 

6.1.1 Estômatos 

 

Os tecidos da epiderme da P. angulata são constituindo de uma única camada. A epiderme 

foliar apresenta estrias epicuticulares, paredes sinuosas, anfiestomáticas, estômato do tipo 

anisocítico. Foram verificados maior concentração de estômatos na face abaxial 

(370.1±152.8mm
2
) em relação a face adaxial (269.2±167.2mm

2
) (Figura 2A). 

 

6.1.2 Tricomas 

 

Tricomas multicelulares tectores e glandulares capitatos foram mais abundantes ao longo das 

nervuras do pecíolo (Figuras 2 B e C) e do caule (Figuras 2D e E), nas margens das sépalas 

(Figura 2F) e pétalas (Figura 2G) e dispersos no ovário (Figura 2H). Escassos tricomas 

tectores (Figura 2I) e glandulares (Figura 2J) foram observados na face adaxial e abaxial na 

lâmina foliar.   
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Figura  2: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão da epiderme de Physalis angulata - Estômatos na folha (A). Tricomas tectores no pecíolo (B). Tricomas 

agregados nas nervuras dos pecíolos (C) e nos caules (D). Detalhe dos tricomas tectores e glandulares capitados (E); Distribuição de tricomas tectores e glandulares em sépala 

(F), pétala (G) ovário (H). Detalhe dos tricomas tectores (I) e glandulares (J) na lâmina foliar. STO = estômatos; TT = tricoma tectores; GT = tricoma glandular. 

 

3
5
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6.1.3 Mesofilo 

O mesofilo é dorsiventral (parênquima paliçádico e lacunoso), compreende uma camada de 

parênquima paliçádico e três camadas de parênquima esponjoso (Figuras 3A-3B). O sistema 

vascular é bicolateral, isto é o xilema se encontra entre as camadas de floema (Figura 3C). 

Numerosas drusas, agregados de cristais de oxalato de cálcio, foram distribuídos no 

parênquima paliçádico e lacunoso (Figura 3D).    

 

Figura 3 - Detalhes anatômicos da folha de Physalis angulata. Imagens de microscopia 

eletrônica de transmissão de parênquima paliçadico e esponjoso (MES); xilema e floema (A); 

detalhe do parênquima paliçadico e esponjoso (B) nervura central (floema e xilema); (C). 

Imagem de microscopia óptica de drusas distribuídas no mesofilo (D). EP = epiderme; PP = 

parênquima paliçadico; SP = parênquima esponjoso; DR = drusas; X = xilema; PH = floema. 
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6.1.4 Anatomia do caule 

 

O caule apresenta o tecido do colênquima formado por duas camadas de células, do tipo 

angular, o córtex apresenta três camadas de células, a medula é fistulosa (Figura 4A), 

numerosos cristais prismáticos de oxalato de cálcio foram observados no parênquima (Figura 

4B). 

 

Figura  4: Anatomia do caule e raiz da P. angulata. Microscopia eletrônica de transmissão 

(TEM) imagem de colênquima, córtex (parênquima esponjoso), vasos condutores (xilema e 

floema), caule fistuloso (A). Cristais prismáticos no parênquima do caule (B). Imagem TEM 

da raiz (C). Cristais prismáticos (D, E e F) e areias de cristal (F) na raiz..- EP = epiderme; CT 

= córtex; Ph = floema; X = xilema; SP = parênquima esponjoso; PC = cristais prismáticos; CS 

= areias cristalinas, PE = periderme. 

 

6.1.5 Raiz 

O córtex da raiz apresenta 3 a 4 camadas de células, a medula é preenchida por parênquima 

(Figura 4C). Numerosas areias cristalinas e cristais prismáticos de oxalato de cálcio foram 

observados no córtex (Figuras 4D-4F). 
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6.2 Caracterização fitoquímica da P. angulata 

 

Os rendimentos dos extratos metanólicos da raiz, caule, folha e fruto da P. angulata foram 

entre 3,1% e 9,6%. A triagem fitoquímica do extrato em metanol da folha, caule e fruto da P. 

angulata indicou a presença de esteroides, terpenoides e taninos principalmente na folha. 

Saponinas foram encontradas apenas nos frutos. Flavonoides, antraquinonas e alcaloides não 

foram detectados pela metodologia utilizada (Tabela 1).  
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Tabela 1 - Constituintes fitoquímicos identificados na triagem fitoquímica nos extratos metanólicos de diferentes partes de Physalis angulata. 

Parte da 

planta 

 Metabólitos secundários 

  Esteroides Terpenoides Taninos Alcaloides Saponinas Flavonoides Antraquinonas Cumarinas 

Folha  +++ +++ ++ - - - - - 

Caule  + + - - - - - + 

Raiz  - - - - - - - ++ 

Fruto  + - - - ++ - - - 

-: negativo, +: fraco positivo, ++: positivo, +++: forte positivo. 

 
       3

9
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O teor máximo de conteúdo fenólicos (TCF) foi obtido na raiz (30,63 mg EAG/g) e o menor 

nos extratos dos frutos (26,28 mg EAG/g), (Tabela 2). A equação de ácido gálico e a 

calibração da curva foi y = 0.0051x + 0.0802 (R² = 0.9988) (Figura 5). A ordem de TCF 

obtido no extrato foi raiz>caule>folha>fruto, Tabela 2.  

Tabela 2 - Conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides presentes em extratos metanólicos 

de diferentes partes da P. angulata. 

Parte da planta Metabólitos secundários 

 Fenólicos (mg EAG / g ext. seco)  Flavonoides (mg EQ / g ext. seco)  

Folha 27,39 ± 0.08 32,41 ± 0,015 

Caule 30,24 ± 0.056 9,91 ± 0,003 

Raiz 30,63 ± 0,058 n.d. 

Fruto 26,28 ± 0,055 n.d. 

Valores expressos média e desvio padrão (n = 5); n.d.= não determinado; GAE = equivalente de ácido 

gálico; QE = equivalente quercetina. 

 

 

.                  Figura 5 - Curva de calibração obtida com o padrão de ácido gálico 
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      Tabela 3 - Parâmetros de validação do método da curva de calibração da do acido gálico  

Parâmetros Valores 

LQ 8,82 µg.mL-1 

LD 2,91 µg.mL-1 

R
2 

0,9988 

 

O limite de detecção (LD) que representa a menor concentração da substância em análise que 

pode ser detectada e o limite quantificação (LQ) que representa a menor concentração da 

substância em análise que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento 

experimental 
(59)

 foram obtidos através das equações (1) e (2).  

LD = 3,3xSb/a                         (1)  

LQ =10xSb/a                           (2) 

Em que, 

Sb –desvio padrão do coeficiente linear da curva de calibração 

a-coeficiente angular da curva de calibração 

O extrato da folha apresentou o mais alto conteúdo de flavonoide CTF (32,41 mg EQ/ g de 

extrato), enquanto nas raízes e frutos foram ausentes, Tabela 2. A equação para Solução 

padrão de quercetina foi uma curva de calibração: y = 0.0056x + 0.0473 (R² = 0.9982) (Figura 

6).  

 

. .                   Figura 6 - Curva de calibração obtida com o padrão de quercetina. 

 

A maior capacidade antioxidante (CA) foi encontrada nos extratos da folha e frutos da P. 

angulata (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Capacidade antioxidante dos extratos dos órgãos de P. angulata via atividade 

sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) de extratos metanólicos de 

Physalis angulata. 

Parte da planta DPPH (IC50 mg/mL) 

Folha 7,24 ± 0.012 

Caule 38,05 ± 0.022 

Raiz 15,25 ± 0.04 

Fruto 8,34 ± 0.014 

CI50 (concentração inibitória 50%); 

Valores são expressos em média± desvio padrão (n = 5). 
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CAPÍTULO 2 

 

7 MATERIAL E MÉTODOS  

 

7.1 Desenho Experimental 

 

Tratou-se de um estudo experimental, de corte transversal, no intuito de comparar efeito de 

ação inibitória de Fisalina F e do extrato etanólico do caule da Physalis angulata em células 

de pacientes infectados pelo HTLV- 1.   

 

7.1.1 Material vegetal 

 

Os espécimes de P. angulata foram coletados e identificados durante estação seca (de junho a 

novembro) em Belém, Pará, Brasil. Um espécime de comprovante foi depositado no Herbário 

do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Pará (Voucher número 15).  

 

7.1.2 Obtenção das fisalinas de P. angulata 

 

A fisalina F e o extrato etanólico do caule de Physalis angulata foram obtidos através de uma 

colaboração com o Laboratório de engenharia Tecidual (LETI), Fiocruz. As plantas foram 

coletadas em Belém do Pará (Brasil). Os extratos foram preparados no Laboratório de 

Química de Produtos Naturais-PN2-Extração, Isolamento e Purificação, Farmanguinhos-

Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, como descrito em Soares e colaboradores
(5)

. 

 

7.1.3 Pacientes 

 

Para o estudo piloto, foram selecionados três indivíduos infectados pelo HTLV-1 com 

diagnóstico de HAM/TSP, provenientes do Centro de Referência de HTLV da Escola Bahiana 

de Medicina e Saúde Pública (EBMSP), durante o período de agosto de 2017 até a abril de 

2018. O diagnóstico de HAM/TSP foi determinado pelo neurologista, segundo os critérios de 

Castro e colaboradores
(63)

. Foram excluídos indivíduos em uso de drogas imunomoduladoras 

(corticosteroides). Como controles (seis) foram selecionados indivíduos da Fundação de 

Hematologia e hemoterapia da Bahia – HEMOBA com sorologias para HIV, HTLV, 

Hepatites B e C negativas. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da 
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Fiocruz e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelos participantes do 

estudo.  

 

7.1.4 Obtenção de células  

 

Coletou-se 10 mL de sangue por punção venosa em tubos contendo heparina. As células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas por gradiente de Ficoll. Para 

obtenção de linfoblastos, PBMC de doadores não infectados pelo HTLV-1 foram cultivados 

em presença de 2 µg/mL de fitohemaglutinina (PHA) em meio RPMI e suplementadas com 1 

unidade/mL de IL-2 no terceiro dia.  

 

7.1.5 Ensaio da proliferação  

 

As PBMCs dos indivíduo infectados pelo HTLV-1 e linfoblastos dos controles (2x10
5 

células) 

foram cultivados em meio de cultura RPMI 1640 completo (suplementado com 2 mM 

glutamina - Sigma, 100 µg/mL de penicilina/estreptomicina - Sigma, 100 µg/mL de HEPES- 

Invitrogen, 100 µg/mL de aminoácidos não essenciais em presença de diluições seriadas (0 a 

100 µM) de Fisalina F e (0 a 100 µg/ml) do extrato de Fisalina e incubados por 48 horas em 

placas de 96 poços fundo U (COSTAR) a 37
o
C com 5% de CO2. Em seguida as células foram 

pulsadas por 18h com 1µCi 3H- Timidina. A 3H-Timidina incorporada foi mensurada com 

líquido de cintilação em beta-counter (Direct Beta Counter, Matrix 9600 – Packard). Os 

resultados foram apresentados em contagens por minuto (cpm). O índice de estimulação da 

proliferação foi calculado como mostra a fórmula abaixo: 

IE = média CPM [3H] – Timidina incorporada com Fisalina F 

IE = média CPM [3H] – Timidina incorporada com pool de Fisalina 

IE = média CPM [3H] – Timidina incorporada sem a Fisalina F 

IE = média CPM [3H] – Timidina incorporada sem o pool de Fisalina   
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7.2 Ciclo Celular  

 

PBMC de pacientes com HTLV-1 foram cultivados em meio RPMI em placa de 24 poços, em 

triplicatas, na presença ou ausência da Fisalina F e do extrato do caule de Fisalinas por 48h a 

37ºC com 5% de CO2. Posteriormente, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes 

com solução PBS-1x e incubadas em uma solução de PBS 1x-0,1 % de triton X-100 e 2 

μg/mL de iodeto de propídeo, na ausência de luz por 30 minutos a 37ºC. As células foram 

adquiridas imediatamente por citometria de fluxo FACS Fortessa (Becton Dickinson 

Biosciences, San José, CA) e analisadas através do software FlowJo (Treestar, Oregon, USA). 

As fases do ciclo celular estão representadas na Figura 1. 

 

Figura 1 - Histograma representativo das fases do ciclo celular em células marcadas com 

iodeto de propídio avaliadas por citometria de fluxo. 

 

 

7.3 Análises dos dados 

As variáveis foram descritas como porcentagem, médias e desvio padrão. Os softwares 

Graphpad Prism versão 5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA) e Flowjo (Tree Star) foram 

utilizados para as análises. A proliferação celular foi calculada considerando a média da 
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triplicata das cpm. O valor da IC50 foi determinado com base na porcentagem de inibição da 

proliferação celular e seu cálculo foi efetuado, utilizando-se regressão não-linear no programa 

GraphPad Prism versão 5.0.  
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8  RESULTADOS 

 

8.1 Efeito da Fisalina F sobre a proliferação de PBMC de indivíduos infectados e não 

infectados pelo HTLV-1  

Quando avaliado o efeito da Fisalina F sobre a proliferação de linfoblastos (PBMC de 

controles não infectados), observou-se uma inibição superior a 80% nas concentrações de 6, 

25 a 100 µM e de cerca de 60% de inibição da proliferação nas concentrações de 3,12 e 1,56 

µM para indivíduos não infectados (Figura 2). 
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..Figura 2 - Inibição da proliferação espontânea de indivíduos de PBMC não infectados pelo 

HTLV-1 por fisalina F. As PBMC isoladas de três pacientes com diagnóstico HAM/TSP 

foram cultivadas na ausência e presença de diferentes concentrações (1,56-100 µM)  durante 

três dias. A proliferação celular foi medida por incorporação de 3H-timidina utilizando um 

contador de radiação b. Valores representam as médias ± desvio padrão de três pacientes. 

 

Em células de indivíduos infectados pelo HTLV-1 a Fisalina F inibiu cerca de 100% de 

proliferação nas concentrações de 100 a 3,12 µM, enquanto que a concentração de 1,56 µM 

inibiu 54% da proliferação (Figura 3). 
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   ..Figura 3 - Inibição da proliferação espontânea de indivíduos de PBMC infectados com 

HAM/TSP por fisalina F. As PBMC isoladas de três pacientes com diagnóstico HAM/TSP 

foram cultivadas na ausência e presença de diferentes concentrações (1,56-100 µM)  durante 

três dias. A proliferação celular foi medida por incorporação de 3H-timidina utilizando um 

contador de radiação b. Valores representam as médias ± desvio padrão de três pacientes. 

 

Para melhor determinar a IC50 da Fisalina F, foi realizada uma nova avaliação com diluições 

menores que as anteriores, de 0,15 a 10 µM, em que foi possível estabelecer a IC50 de 3,0 

µM.  

Analisando o ciclo celular na presença de Fisalina F a IC50  3,0 µM (Figura 4, tabela 5), foi 

possível observar uma diminuiçao da frequência de células na fase G2/M no PBMC do 

indivíduo infectado em comparação às PBMC na ausência de Fisalina F e aumento na 

frequência de células na fase subG0. 
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Ciclo celular 
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  Figura 4 - Efeito da Fisalina F sobre o ciclo celular de um inidvíduo infectado pelo HTLV-1: 

A- PBMC do indivíduo infectado cultivado em meio de cultura por 48 horas (controle), B- 

PBMC do indivíduo infectado cultivado na presença de (IC50) 3,0µM de Fisalina F por 48 

horas. 3= fase subG0, 2= fase G0/G1 e 1= fase G2/M. 

 

8.2 Efeito do extrato etanólico do caule de Physalis angulata sobre a proliferação de 

PBMC de indivíduos infectados e não infectados pelo HTLV-1  

 

O extrato etanólico do caule de Physalis demonstrou uma atividade de inibição de quase 50% 

com a menor concentração avaliada (1,56 µg) e mais de 60% a partir de 3,12 µg em células de 

controles não infectados pelo HTLV-1 (Figura 5). 
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..Figura 5: Inibição da proliferação espontânea de PBMC de indivíduos não infectados pelo 

HTLV-1 pelo extrato de Physalis angulata. As PBMC isoladas de três pacientes com 

diagnóstico HAM/TSP foram cultivadas na ausência e presença de diferentes concentrações 

(1,56-100 µM)  durante três dias. A proliferação celular foi medida por incorporação de 3H-

timidina utilizando um contador de radiação b. Valores representam as médias ± desvio 

padrão de três pacientes. 

Em células de indivíduos infectados pelo HTLV, a inibição foi cerca de 70% para todas as 

concentrações avaliadas (Figura 6). 
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   Figura 6: Inibição da proliferação espontânea de PBMC de indivíduos com HAM/TSP pelo 

extrato de Physalis angulata. As PBMC isoladas de três pacientes com diagnóstico 

HAM/TSP foram cultivadas na ausência e presença de diferentes concentrações (1,56-100 

µM)  durante três dias. A proliferação celular foi medida por incorporação de 3H-timidina 

utilizando um contador de radiação b. Valores representam as médias ± desvio padrão de três 

pacientes. 
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Para melhor determinar a IC50 do extrato de P. angulata  foi realizada uma nova avaliação 

com diluições menores que as anteriores, de 0 a 10 µM, em que foi possível estabelecer a 

IC50  de 7,0 µg.   

Analisando o ciclo celular na presença de extrato de P. angulata a IC50  7,0 µg (Figura 7, 

tabela 5), foi possível observar uma diminuiçao da frequência de células na fase G2/M no 

PBMC do individuo infectado em comparação às PBMC na ausência de Fisalina F e aumento 

na frequência de células na fase subG0. 
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  Figura 7: Efeito do extrato etanólico do caule de P. angulata sobre o ciclo celular de um 

indivíduo infectado pelo HTLV-1. : A- PBMC do individuo infectado cultivado em meio de 

cultura por 48 horas (controle), B- PBMC do indivíduo infectado cultivado na presença de 

(IC50) 7,0µM de Fisalina F por 48 horas. 3= fase subG0, 2= fase G0/G1 e 1= fase G2/M. 
 

 

 

Tabela 5: Valores comparativos das fases de divisão do ciclo celular da Fisalina F e do 

extrato etanólico do caule da P. angulata. 

Condição Fase sub G0 Fase G1 Fase G2M 

Controle 2,38 % 92,30% 3,58% 

Fisalina F 11,57% 84,25% 0,62% 

Extrato etanólico do 

caule de P.angulata 

10,22% 86,04% 2,26% 

 A  B 
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9 DISCUSSÃO 

 

Até o momento, apenas alguns estudos anatômicos foram relatados em P. angulata e estes são 

baseados exclusivamente em microscopia óptica (64-66). Neste trabalho, uma descrição 

anatômica abrangente de P. angulata foi realizada por meio de análise por microscopia 

eletrônica de varredura. De acordo com relatos anteriores sobre P. angulata, estômatos foram 

encontrados em ambas as faces da epiderme foliar, com maior número na face abaxial 
(64-67)

. 

Fatores ambientais como clima pode interferir na distribuição, na morfologia e densidade dos 

estômatos. No presente estudo, os estômatos foram identificados como anisocíticos e 

protrusivos, divergindo dos demais relatos que também encontraram estômatos anomocíticos 

esporadicamente 
(64)

. O tipo de estômato é considerado constante, já que é uma característica 

genética da espécie, no entanto pode ocorrer uma variação de tipo de estômatos no decorrer 

do desenvolvimento e na maturidade do vegetal em alguns táxons 
(68)

. Os tipos de seções 

realizadas no limbo foliar, para observação dos tipos de estômatos, também podem apontar 

uma diferença quando comparadas as metodologias utilizadas nos estudos sobre classificação 

de estômatos.  

 

Os tricomas glandulares desempenham um papel central na produção de produtos químicos e 

farmacêuticos úteis. No presente estudo, os tricomas glandulares capitados e os tricomas 

tectores foram agregados na nervura média dos pecíolos e dos caules. Este padrão de 

distribuição está presente na Withania somnifera da famila Solanaceae e tem sido associado à 

proteção do tecido vascular subjacente 
(69)

. Além disso, esse padrão pode estar associado a um 

melhor acesso a nutrientes e produtos químicos provenientes dos feixes vasculares, já que os 

metabólitos primários que circulam nos vasos condutores auxiliam na formação dos 

metabólitos secundários. Dentro de Solanaceae, metabólitos secundários como alcaloides e 

compostos fenólicos são sintetizados nas raízes e transportados para as folhas. Os tricomas 

glandulares estão, portanto, localizados nas veias médias para facilitar o sequestro desses 

compostos 
(69)

.  

 

Na estrutura da flor da P. angulata foram evidenciados tricomas tectores nas margens das 

sépalas, pétalas e dispersos no ovário. No geral, poucos tricomas tectores e glandulares foram 

observados em todas as partes de P. angulata. Eles estão em menor número quando 

comparados com outras espécies de Physalis (P. peruviana e P. pubescens) ou outras espécies 
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de Solanaceae
(65,70)

. No entanto, a presença de tricomas simples descritas por Silva e 

Wahua
(65, 66) 

não foi observada no presente estudo. 

 

Os tricomas são estruturas especializadas distribuídas na epiderme das plantas, enquanto os 

tricomas tectores regulam a transpiração, os glandulares estão envolvidos na secreção e / ou 

armazenamento de vários metabólitos secundários, como terpenoides, alcaloides, taninos 
(71)

.  

Os metabólitos secundários podem proteger a planta pela repelência de herbívoros e 

patógenos, ou promover a disseminação da amostra através de um efeito alelopático nas 

plantas vizinhas. Mais importante, esses metabólitos secundários têm um grande potencial 

farmacológico. 

 

A anatomia do parênquima da folha, caule e raiz foi semelhante à descrita anteriormente 
(64)

. 

Em relação às estruturas vasculares, feixes bicolaterais foram encontrados em folhas e caules 

de P. angulata, como relatado anteriormente em Solanaceae 
(72)

. No presente estudo, a medula 

dos caules apresentou fistulada em todas as partes avaliadas (ápice, meio e base), o que 

contrasta com o relato anterior de medula preenchida 
(65)

. Vale ressaltar que diferenças 

anatômicas entre estudos podem ser atribuídas a fatores abióticos de ambientes diversos, além 

de cortes histoquímicos podem apresentar diferenças entre caules jovens e maduros.   

 

Vários cristais de oxalato de cálcio em forma de drusas foram encontrados no tecido do 

parênquima das folhas e do córtex do caule da P. angulata, enquanto cristais prismáticos 

foram apresentados no córtex da raiz. A formação de cristais é um processo fisiológico  

observado em espécies de plantas que regulam a dinâmica do cálcio em tecidos e órgãos. Esse 

processo tem um papel na proteção contra herbivoria e a desintoxicação de metais pesados
(73)

. 

Cristais prismáticos tem sido observados em tecidos de folhas de espécies das Solanaceas 

como o tomate (Solanum lycopersicum) e o tabaco (Nicotiana tabacum) 
(74)

.  

É bem conhecido que a composição química dos extratos dos gêneros das Solanaceas 

apresenta variação qualitativa e quantitativa bem como em tecidos da mesma espécie 
(75)

.  Do 

ponto de vista da bioprospecção, é importante determinar a composição fitoquímica de 

diferentes tecidos dentro da mesma espécie, para permitir procedimentos de isolamento dos 

compostos mais eficientes. Portanto, verificou-se por triagem qualitativa a presença de 

categorias de metabólitos secundários em órgãos específicos de P. angulata, facilitando assim 
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futuros estudos farmacológicos. Foram verificados presença de esteroides, terpenoides e 

taninos principalmente nas folhas de P. angulata (Tabelas 1 e 2). 

Esses resultados estão de acordo com estudos fitoquímicos que revelaram que os vitanolideos 

(esteroides) são marcadores quimiotaxonômicos bem estabelecidos em Solanaceae
(76)

. Os 

vitanolideos são os principais tipos de metabólitos secundários de Physalis sp com cerca de 

60 tipos sintetizados, especialmente fisalinas, ixocarpalactonas e acnistinas
(75,77)

. As 

propriedades biológicas dos vitanolideos incluem ações contra células tumorais 
(6,7,78,79) 

parasitas como T. cruzi and Leishmania
(9)

, além das ações antimcrobrianas
(70)

; atividades 

imunomoduladoras e anti-inflamatórias
(80)

. Outros esteroides como β-sitosterol, estigmasterol, 

campestrol e metileno-colesterol podem também ser encontrados no gênero
(4)

. 

 

Os alcaloides são uma classe de metabólitos secundários abundantes nas Solanaceas, 

particularmentes os variantes tropânicos, esteroidais, indolicos, pirrolidínicos e imidazois
(76)

. 

O processo de isolamento e identificação de alcaloides em Physalis pode ser um desafio, pois 

o isolamento e a identificação de alcaloides N-trans-Feruloiltiramina, N-p-Coumaroiltiramina 

e figrina foram relatados em pelo menos uma espécie do gênero (P. alkekengi var. 

franchetii)
(75,81)

. 

 

No presente estudo, no entanto, alcaloides não foram detectados em todos os tecidos 

investigados (Tabela 1). Isto sugere que a concentração de alcaloides em P. angulata pode 

estar muito baixo e, portanto, não detectado pelo método empregado
(82)

. Variações sazonais 

também interferem no conteúdo químico do vegetal, afetando a síntese dos metabólitos 

secundários.  

 

O presente estudo identificou a presença de terpenóides em folhas de P. angulata. 

Terpenoides são essenciais para sobrevivência da planta. Estes compostos foram associados 

as propriedades antimicrobiana, antifúngica, antiparasitária, antiviral e antihiperglicémica, 

anti-hipoglicêmicas, antiinflamatórias e imunomoduladoras
(82)

. Exceto para carotenoides, os 

terpenoides são raros em P. angulata, em contraste, dois estudos têm isolado diterpenoides 

labdano de P. coztomatl e P. sordida
(83, 84)

. 

 

Do ponto de vista farmacológico, as fisalinas (vitanolideos) são os compostos mais atrativos 

em P. angulata. Estes compostos esteroides são derivados do metabolismo dos terpenoides. A 
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presença de terpenoides em tricomas vegetais tem sido bem documentada em Solanaceae
(85-

87)
, bem como outras famílias de plantas, incluindo Lamiaceae 

(88)
 e Asteraceae 

(89)
. Outras 

espécies, como Petunia hybrida, acumulam compostos esteroides funcionais (inseticidas) em 

tricomas
(90)

. Portanto, é possível que os tricomas glandulares em P. angulata abriguem o local 

para a síntese de fisalinas.  

 

Este estudo encontrou que os tricomas em P. angulata estão em menor número quando 

comparados com outras espécies de Physalis (P. peruviana e P. pubescens) ou outras espécies 

de Solanaceae
(64, 65)

. Esta observação aponta para uma perspectiva de utilizar a engenharia 

genética para aumentar a densidade do tricomas na P. angulata
(86, 91)

 e consequentemente a 

produção de fisalina. Esta abordagem tem sido usada com sucesso em canola transgênica
(91, 

92)
. Esta aplicação prática prospectiva destaca a importância de estudos anatômicos acoplados 

à caracterização qualitativa fitoquímica em espécies com potencial farmacológico. 

 

Compostos fenólicos (incluindo flavonoides) são metabólitos secundários que podem reagir 

com radicais livres na célula, conferindo propriedades antioxidantes que têm o potencial de 

inibir processos patológicos e degenerativos, como o câncer. A quantidade de compostos 

fenólicos totais e flavonoides, bem como a capacidade antioxidante encontrada no presente 

estudo foram ligeiramente inferiores aos relatados conforme (Quadro 1). Uma comparação 

dos valores absolutos entre esses estudos é limitada devido a diferenças metodológicas na 

quantificação de compostos, produção de extrato e tipos de partes de plantas estudadas. 

Anteriormente, extratos de P. angulata demonstraram possuir atividade antioxidante 

relevante, apresentando um efeito antitumoral em células humanas de câncer bucal 
(93)

 e na 

inflamação intestinal em um modelo de camundongo
(94)

.  

 

Um mecanismo para a possível inibição da carcinogênese por compostos fenólicos ainda não 

está claro; no entanto, as propriedades antioxidantes podem desempenhar um papel 

importante bloqueando os eventos moleculares envolvidos em todos os estágios do 

desenvolvimento do câncer
(95)

. 
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Quadro 1 - Valores de conteúdos totais de fenólicos, flavonoides e capacidade antioxidante 

encontrados nos estudos em referências. 

Partes CFT* CTF Capacidade 

antioxidante 

Referencia 

Folhas 40,51 mg equivalentes de ácido 

gálico/g tecido seco  

23,036 mg/g  

de tecido seco 

 

2.44 mg de equivalentes 

de ácido ascorbico/ mL 
(60) 

Folhas 0,47 mg equivalentes de ácido gálico/g 

de extrato aquoso   

0,49 mg equivalentes de ácido gálico/g 

de extrato etanólico 

 

Não realizada 2,875 mg de extrato 

aquoso/g equivalentes de 

BHA  

4,311 mg extrato 

etanólico/g equivalentes  

de BHA  

(61) 

Frutos 36,92 mg equivalentes de ácido 

gálico/g de tecido seco 

 

Não detectável  0,92 mg equivalentes de 

ácido ascorbico/mL 
(60) 

Frutos 0,46 mg equivalentes de ácido gálico/g 

de extrato aquoso 

0,51 mg equivalentes de ácido gálico/g 

de extrato etanólico 

 

Não realizada 1,575 mg extrato 

aquoso/g equivalentes de 

BHA.  

2,258 mg de extrato 

etanólico/g equivalentes 

de BHA. 

(61) 

Cálices 33,18 mg equivalentes de ácido 

gálico/g de tecido seco 

 

8,829 mg/g de 

tecido seco 

 

2,10 mg equivalentes 

ácido ascórbico//mL 
(52) 

Caules 

jovens, 

folhas 

e 

frutos 

0,20 mg equivalentes de ácido gálico/g 

de peso fresco 

Não realizada 0.41 µmol de Trolox 

equivalentes em 

capacidade antioxidante 

por grama de peso fresco 

(62) 

CFT: Conteúdo fenólico total; CTF: Conteúdo total de flavonoides; * BHA= terc-butil-hidroxianisol 

 

Neste estudo, a maior capacidade antioxidante foi identificada em extratos obtidos de folhas e 

frutos de P. angulata. Níveis de capacidade antioxidante estão positivamente associados com 

a quantidade de fenólicos, como derivados de flavonoides, taninos e tetraterpenos 

(carotenoides) e compostos aromáticos presentes em um determinado extrato. Curiosamente, 

os flavonoides não foram detectados em frutos e raízes, isso é consistente com os achados de 

Medina-Medrano
(60)

, que também não acusaram flavonoides em frutos de P. angulata (Tabela 

4). 

 

Assim, outros compostos, como os carotenoides, podem ser responsáveis pela capacidade 

antioxidante observada nesses extratos. Os extratos que apresentaram as maiores atividades 

antioxidantes (IC50 7,24±0,0012 em folhas; 8,34±0,014 em frutos) apresentou também maior 
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conteúdo de flavonoides nas folhas (32,41±0,015).  Estudos sobre determinação de conteúdo 

fenólico ou capacidade antioxidante em espécies de Physalis têm sido focados principalmente 

em frutas. Por exemplo, a Golden berry (fruta da P. peruviana) é um dos frutos tropicais mais 

promissores em termos de exploração comercial, por ser uma fruta exótica que tem muitas 

aplicações medicinais e alimentares
(60, 96)

.  

 

No presente estudo foi possível igualmente avaliar o efeito do extrato etanólico do caule da P. 

angulata e da Fisalina F sobre a linfoproliferação de PBMC de indivíduos infectados pelo 

HTLV-1.  

 

A IC50 para Fisalina F foi de 3,0 µM. Autores averiguaram IC 50 mais baixo de 0,97 µM de 

Fisalina F, em atividades de redução de proliferação em células infectadas pelo HTLV-1
(10)

.  

A Fisalina F mostrou uma potente atividade sobre a proliferação de células de indivíduos 

infectados, induzindo a apoptose de PBMCs e reduzindo a produção de IL-2, IL-6, IL-10, 

TNF e IFN-gama 
(11)

. Verificou-se que pesquisa com Fisalina F em atividade de inibição em 

células de HTLV 1 é escassa. O potencial de inibição de Fisalina F vem sendo analisado em 

várias atividades antitumoral em camundongos, além de atividades antineoplásicas em 

linhagens de células cancerígenas humanas
(78)

.  

 

O IC50 do extrato etanólico do caule foi de 7,0 µg/ml e não se registram pesquisas com 

extratos de P. angulata, em atividade de inibição em células de HTLV 1. Os estudos com 

potencial de inibição dos extratos de P. angulata foram verificados em várias atividades anti-

T.cruzi, apresentando valores de IC50 de 2,9 e 7,4 µg/ml na inibição da proliferação em 

epimastigotas. Outros estudos realizados com extrato de P. angulata tratam-se de atividade 

anti-leishmania
(97)

 e atividade anti-inflamatória intestinal
(94)

. 

 

A Fisalina F e o extrato etanólico do caule de P. angulata foram igualmente capazes de inibir 

a proliferação de linfoblastos (células não infectadas pelo HTLV-1) estimuladas pelo 

mitógeno fitohemaglutinina.  

 

O extrato de Physalis apresentou um efeito inibitório sobre a proliferação de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1, aumentando a proporção de células em fase GO/G1, em repouso, 

inibindo a proliferação e reduzindo a porcentagem de células em mitose.  
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O custo e a facilidade da obtenção do extrato de P. angulata constituem-se em alternativa 

viável para a pesquisa em relação a obtenção de fisalina isolada, em que o isolamento além de 

ser dispendioso proporciona baixo rendimento.  
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10 CONCLUSÕES 

 

1) A análise anatômica de P. angulata demonstrou a distribuição de tricomas tectores e 

glandulares no pecíolo, caule, sépalas e pétalas, estruturas que podem ser o local de produção 

e acúmulo de fisalinas; 

 

2) Os vitaesteroides encontrados nos extratos, principalmente na folhas, da P. angulata, 

destacam-se como grandes potenciais para atividades anti-inflamatória, iminumoduladora e 

antitumorais.  

 

3)  As propriedades antioxidantes da P. angulata confirmam o potencial desta planta como 

fonte de compostos úteis que poderiam ser usados contra patologias relacionadas ao 

desequilíbrio oxidativo celular, como alguns tipos de câncer; 

 

4) O extrato do caule de P. angulata apresenta um efeito inibitório sobre células de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 semelhante a Fisalina F, diminuindo a proporção de células em 

divisão celular. 
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11 PERSPECTIVAS 

 

Quantificar o teor de Vitamina C e carotenoides no extrato da raiz, caule, folha e fruto  na P. 

angulata; 

 

Comparar o potencial farmacológico da P. angulata com outras espécies de Physalis (P. 

ixocarpa e P. peruviana); 

 

Aumentar o número de indivíduos avaliados para confirmar o efeito inibitório do extrato do 

caule da Physalis angulata sobre células infectas pelo HTLV-1; 

 

Determinar o grau de necrose e apoptose induzidas pelo extrato do caule da P. angulata sobre 

células infectadas pelo HTLV-1. 
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