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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas é o campo do conhecimento que estuda a vida
sob seus diferentes aspectos, como a fauna, a flora e outros seres vivos —
inclusive o ser humano — além da forma como ela interage com o meio ambiente
no planeta como um todo. As pesquisas realizadas por décadas abordando essa
area nos forneceu dados para discutirmos a origem, a evolucédo, a adaptacao
e o funcionamento das espécies, bem como as relagdes dos organismos entre
si, 0 que é extremamente importante para a implementacdo de politicas de
conservagao dos recursos naturais e de manutencé@o de espécies ameacgadas
em extin¢do. Por outro lado, as Ciéncias Biologicas consegue interagir em nivel
cientifico com areas como a industria, a tecnologia farmacéutica, a pesquisa de
base, a educacgédo, a biomedicina, a medicina etc.

Na obra aqui apresentada, “Ciéncias Biolégicas: Tendéncias teméticas,
realidades e virtualidades”, é proposta uma discussdo sobre implementagéo
de novas tecnologias, educacéo e conservagao através de seus 10 capitulos,
compostos por artigos cientificos originais e revisdes bibliograficas atuais,
baseadas em trabalhos de pesquisa realizados em universidades e importantes
centros de pesquisa. Por apresentar uma diversidade de temas bastante ampla
em seu conteldo, esta obra se torna perfeita para trazer ao seu leitor um olhar
diferenciado, apresentando diferentes areas profissionais se conectando e
usando as Ciéncias Bioldgicas como fio condutor, agregando conhecimento
atual e aplicado.

A Atena Editora, prezando pela qualidade, conta com um corpo editorial
formado por mestres e doutores formados nas melhores universidades do
Brasil para revisar suas obras; isto garante que vocé tera uma obra relevante e
qualidade em suas maos. Esperamos que vocé aproveite. Boa leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: As doengas tropicais negligenciadas representam um enorme desafio para a saude
publica no Brasil, por afetar populagbes mais pobres, e pela limitacdo nos medicamentos
atualmente disponiveis. Conhecida no Brasil como Camapul, Physalis angulata Linn.,
€ uma planta com grande importancia na medicina popular por suas varias propriedades
terapéuticas e pela producéo de compostos ativos. Objetivou-se com esse trabalho avaliar o
potencial antiparasitario de extratos de plantas de P. angulata cultivadas in vitro sob diferentes
qualidades de luz (branca, azul, verde, vermelha e amarela). A atividade esquistossomicida
do extrato de P. angulata cultivada sob luz vermelha mostrou 75% de auséncia de motilidade
dos vermes adultos as 72 horas de incubacao na concentragéo 12.5 yg mL. Ja o extrato de
P. angulata cultivada sob luz azul, apresentou 100% de auséncia de motilidade as 72 horas
de incubacao na concentragéo 200 pyg mL". A atividade leishmanicida mostrou que o extrato
cultivado sob luz verde reduziu a viabilidade de células promastigotas de L. amazonensis em
73.56%, seguido do extrato de P. angulata cultivada sob luz vermelha (66.8%). Os valores
de Cl_, dos extratos testados foi de 17.72 uM e 12.38 M para a luz verde e luz vermelha,
respectivamente. Todos os extratos testados apresentaram baixa toxicidade contra linhagem
normal de fibroblasto de pulmdo humano GM07492A. Dependendo da qualidade da luz,
respostas na produgcdo de metabodlitos secundarios séo evidentes. As luzes branca, azul,
vermelha e verde apresentam diversos estudos que retratam seus potenciais biolégicos.
Neste estudo, sugere-se que a producéo de compostos antiparasitérios fora estimulada pelas
luzes branca, azul, vermelha e verde, podendo ser responséveis pelas atividades bioldgicas
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descritas neste estudo.
PALAVRAS-CHAVE: Camapu, Cultura de tecidos, Leishmania amazonensis, Schistosoma
mansoni.

11 INTRODUGAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um grupo diverso de doencgas
transmissiveis que acometem pessoas mais pobres, que vivem sem o provimento de
agua limpa, sem saneamento e higiene adequados e, em estreito contato com vetores
infecciosos e animais. Mais de um bilhdo de pessoas em todo mundo sdo afetadas pelas
DTN, principalmente em paises tropicais e subtropicais, representando um enorme desafio
em termos de saude publica e para a economia dos paises (VUITIKA et al., 2022).

No Brasil, 0 quadro de DTN € inquietante, sendo responsavel por uma enorme parte
dessas doengas naAmérica Latina, com destaque para doenga de Chagas, esquistossomose
e leishmaniose (HOTEZ, 2014; MARTINS-MELO et al., 2016). A esquistossomose se
desenvolve apos o contato com larvas do parasita Schistosoma mansoni, que sao liberadas
de caramujos hospedeiros em ambientes de dgua doce. No Brasil existem trés espécies
de moluscos que transmitem o S. mansoni, sendo que a espécie Biomphalaria glabrata
destaca-se como o principal hospedeiro intermediario.

Dados revelam que mais de 1,5 milhdes de pessoas vivem em areas de risco
em praticamente todos os estados do Brasil, sendo que nas ultimas duas décadas
foram registradas mais de 10 mil mortes provocadas pela doenca (BRASIL, 2018). Ja
a leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania que é
prevalente em 88 paises de quatro continentes, apresentando registros de infec¢cdo anual
em mais de 1 milhdo de casos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018; MENDOZA-
ROLDAN et al., 2022).

As opcoes terapéuticas disponiveis para as diversas DTN s&o limitadas, insuficientes
e apresentam uma série de problemas, tais como baixa eficicia, elevada toxicidade e a
emergéncia de cepas resistentes ( DIAS et al., 2013). Este panorama ainda é agravado
pela falta de investimentos no desenvolvimento de terapias melhoradas, tendo em vista que
o retorno sobre o investimento é baixo e ndo garantido (TROUILLER et al., 2001), o que
reflete em niumero reduzido de medicamentos desenvolvidos nas Ultimas décadas (NWAKA
et al., 2009).

Atualmente o tratamento da esquistossomose é baseado em um unico farmaco,
o praziquantel, um composto desenvolvido ha mais de 30 anos (FRIEDMAN et al., 2018;
ZANOLLA et al., 2018), que apresenta diversos efeitos colaterais (STELMA et al., 1995;
CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003). Ja o tratamento da leishmaniose pode ser realizado
utilizando-se antimoniais pentavalentes, e, no caso de cepas resistentes, a Anfotericina
B e a Pentamidina. No entanto, esses farmacos apresentam elevada toxicidade, grande
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namero de efeitos adversos e alto custo, levando pacientes a desistirem do tratamento
(BRASIL, 2018).

Frente a necessidade de encontrar novos farmacos que sejam mais eficazes, mais
baratos e seguros, diversas estratégias de descoberta de compostos vém sendo utilizadas,
como a utilizagdo de plantas medicinais, as quais possuem uma diversidade estrutural
necessaria para servirem de modelo para novas moléculas bioativas (ANNANG et al.,
2015).

Conhecida popularmente no Brasil como camapu, Physalis angulata Linn. € uma
planta medicinal da familia Solanaceae, com ampla adaptacéao ecologica e distribuicdo em
regides tropicais e temperadas do mundo (BASTOS et al., 2006; AM; NIDAVANI, 2014).
E conhecida por suas propriedades etnofarmacolégicas, tendo sido usada na medicina
tradicional ao redor do mundo como analgésico (BASTOS et al., 2006), sedativo (AGRA et
al., 2007), antirreumatico (LAWAL et al., 2010), antidiurético (NANUMALA et al., 2012), anti-
inflamatoério (COELHO-FERREIRA, 2009), antimalarico e antiasmatico (RUIZ et al., 2010),
entre outras. Desta planta ja foram caracterizados inUmeros compostos quimicos, incluindo
diterpenos, ésteres, flavonoides, ceramidas e vitaesteroides, os quais sdo responsaveis
por comprovadas atividades biolégicas (TOMASSINI et al.,, 2000; LICODIEDOFF;
KOSLOWSKI; RIBANI, 2013; ZHANG; TONG, 2014). Entre os vitaesteroides, as fisalinas
sd0 os compostos ativos mais encontrados em P. angulata (ZHANG; TONG, 2014).

Diante da sua importancia medicinal, trabalhos envolvendo espécies do género
Physalis tem sido alvo de pesquisas em propagacao (AZLAN et al., 2005; RAMADAN,
2011; RAMAR; AYYADURAI; ARULPRAKASH, 2014) e, neste aspecto, técnicas de cultura
de tecidos vegetais in vitro ttm se mostrado promissoras com a finalidade de produzir
compostos de interesse em aplicagdes biotecnoldgicas. Na cultura de tecidos vegetais in
vitro € possivel realizar o tratamento com elicitores, como a luz, a qual é considerada
como gatilho e modulador de complexos mecanismos de desenvolvimento e regulacao
da planta, promovendo modificagbes na producdo de metabdlitos secundarios (TOBIN;
SILVERTHORNE, 1985; ZAVALA; RAVETTA, 2001; ZORATTI et al., 2014), o que abre
perspectivas para a micropropagac¢do e o estudo do efeito sobre os explantes in vitro
(HUGHES, 1981; TAKEUI et al., 2017).

Dependendo da qualidade, intensidade e duragédo (fotoperiodo) da luz utilizada,
respostas especificas sdo desencadeadas em plantas micropropagadas ( KAMI et al., 2010;
HIGUCHI; HISAMATSU, 2016), as quais podem influenciar a fotossintese, morfogénese
e processos fisiologicos (HAHN; KOZAI; PAEK, 2000; LIN et al., 2013). Lampadas com
diferentes comprimentos de onda (<400 ultravioleta; 400 a 450 violeta; 450 a 500 azul;
500-570 verde; 570-590 amarelo; 590-610 laranja / &mbar; 610 a 760 nm vermelho), podem
ser usadas para otimizar respostas especificas em cultura de tecidos (SINGH et al., 2015).

Diversos estudos mostram o impacto da luz no crescimento e producdo de
compostos. Em trabalhos com plantas de Lactuca sativa, a luz azul favoreceu maiores
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concentragbes no teor de carotenoides, polifenois e antioxidantes totais (JOHKAN et al.,
2010), e 0 mesmo ocorrendo em plantas de Pisum sativum (WU et al., 2007). Ademais, o
teor de teor de clorofila foi aumentado em Vaccinium myrtillus e Doritaenopsis ( SHIN et
al., 2008; HUNG et al., 2016), bem como foi favorecido a biossintese de fenilpropanoide,
flavonoides, flavona, flavonol e acido jasmoénico em plantas de Picea abies (OUYANG et
al., 2015).

Outros estudos (LIN et al., 2013; HERNANDEZ; KUBOTA, 2014;PEDROSO et al.,
2017) mostram que a luz azul e vermelha promovem maior crescimento das plantas devido
os espectros de acao ter o maximo de absorcéo nestes comprimentos de onda. No entanto,
faixas espectrais entre 520-610 nm (luzes verde, amarela e laranja) possuem menor
influéncia no crescimento vegetativo e na fotossintese das plantas (SINGH et al., 2015).

Os efeitos da qualidade de luz em espécies micropropagadas tem chamado a
atencdo de pesquisadores na busca de melhoria nos aspectos morfogénicos e fisiologicos
de plantas cultivadas in vitro, trazendo novas perspectivas para a producdo e compostos
com aplicacdes biotecnologicas (BATISTA et al., 2018). Considerando que as DTN ainda
representam um enorme desafio para a saude publica de diversos paises, e a busca
por novos compostos mais seguros e eficazes, objetivou-se com esse trabalho avaliar
o potencial antiparasitario de plantas de extratos de P. angulata cultivadas in vitro sob
diferentes qualidades de luz, com vistas a exploragdo do potencial biotecnologico da
espécie.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéao do material vegetal e condi¢des de cultivo in vitro

As mudas in vitro foram estabelecidas a partir de sementes de P. angulata no
Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia de Goias, campus de Rio Verde, estado de Goias, Brasil. As sementes foram
coletadas de frutos maduros de mudas cultivadas em viveiro do Instituto. Em camara de
fluxo laminar os frutos foram lavados por trés vezes com agua destilada e autoclavada.
Para a extragdo das sementes, os frutos foram cortados ao meio com auxilio de pinga e
bisturi, sendo que 30 sementes inoculadas em frascos contendo 40 mL de meio de cultivo.
Os frascos contendo um explante cada, foram mantidos em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16/8 horas, com temperatura de 252°C, sob I|ampadas
fluorescentes brancas, tipo luz do dia, com irradidncia de 40 a 55 pmol m? s.
Apos trinta dias, as plantulas estabelecidas in vitro obtidas foram repicadas, utilizando-se
explantes da espécie oriundos da multiplicagdo (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

2.2 Condicoes Experimentais

As pléantulas foram subcultivadas e crescidas em condi¢des de cultura idénticas
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durante 7 dias para se estabelecerem e posteriormente foram transferidas para ambientes
iluminados com diferentes lampadas coloridas, que tiveram a composi¢ao espectral dividida
nas classes: luz branca (300-750 nm), azul (400-490 nm), verde (490-560 nm), vermelha
(600-700 nm) e luz amarela (560-590 nm), usando lampadas fluorescentes Taschibra®
de 40 W (Indaial, Santa Catarina, Brasil) com uma irradiacdo de 50 + 5 pmol m? s sob
fotoperiodo de 16 h. A qualidade espectral foi determinada usando um espectroradidmetro
USB2000 (Ocean Optics, Dunedin, FL, EUA), e a intensidade da luz foi ajustada usando
um sensor PAR (modelo QSO-S, Decagon Devices, Pullman, WA, EUA). As mudas foram
mantidas desta maneira por 30 dias. As camaras de luz foram seladas com um pano preto
para evitar interferéncias de luz.

2.3 Obtencao do extrato bruto

Apoés este periodo, as plantulas foram removidas dos frascos e imediatamente
pesadas para se obter a massa fresca de cada uma. Em seguida, estas foram secas em
estufa de ventilagéo forcada a 35 °C até atingirem massa constante, sendo posteriormente
pesadas para a obtencdo de massa seca.

Apo6s o processo de estabilizagéo e secagem, as plantulas de P. angulata oriundas
do cultivo in vitro sob as diferentes qualidades de luzes foram maceradas em gral de
porcelana para a obtencéo de um p6 seco. Das plantulas de cada qualidade de luz pesou-
se 200 mg de po6 seco, que logo em seguida adicionou-se 5mL de metanol grau HPLC (J.
T. Baker), e levadas a ultrassom (Schuster - Santa Maria, BR) por 30 min. Estes extratos
foram avaliados quanto ao potencial esquistossomicida contra Schistosoma mansoni e
leishmanicida contra Leishmania amazonensis, bem como seu ensaio de citotoxicidade.

2.4 Ensaio da atividade esquistossomicida

O ciclo biolégico de Schistosoma mansoni, cepa LE (Luiz Evangelista) foi mantido
pela passagem seriada em moluscos Biomphalaria glabrata, em camundongos Balb/c. Os
ovos de S. mansoni presentes nas fezes de camundongos previamente infectados com o
parasito foram recolhidos pelo método de Hoffmann e expostos por aproximadamente 1 hora
sob luz para a liberagéo dos miracidios, os quais foram utilizados para infectar o hospedeiro
intermediério (B. glabrata) e, ap6s 38 a 43 dias, liberaram a forma infectante (cercérias) do
parasita. Cerca de 200 cercérias foram inoculadas nos camundongos por via subcutanea.
Apds aproximadamente 49 dias, os casais dos parasitas adultos foram recuperados de
camundongos por perfuséo do sistema porta-hepatico (SMITHERS; TERRY, 1965). Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes da Comisséo de
Etica de Uso de Animais da Universidade de Franca, sob protocolo CEUA n° 5199070417,
aprovado em 10/05/2017.
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2.5 Avaliacao dos extratos em vermes adultos mantidos in vitro

Os vermes adultos recuperados de camundongos Balb/c via perfuséo do sistema
porta-hepético foram lavados em meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies, Gaithesburg,
EUA) tamponado com HEPES 20 uM, pH 7.5, suplementado com penicilina (100 U mL-
"), estreptomicina (100 pg mL™") e 10 % de soro bovino fetal (Gibco, Life Technologies,
Gaithesburg, EUA). Posteriormente, vermes adultos (um macho e uma fémea) foi
transferido por pogo em uma placa de cultura de 24 pocos contendo 0 mesmo meio descrito
anteriormente e incubados em atmosfera umidificante a 37°C na presenca de 5% CO,,.

Apos 24 horas de incubacédo, as amostras de cada qualidade de luz, previamente
dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSOQO) foram adicionadas ao meio RPMI 1640 nas
concentragbes 12.5, 25, 50, 100 e 200 pg mL™". Os parasitas foram incubados nas mesmas
condi¢bes descritas anteriormente por 72 horas e monitorado a cada 24 horas usando
um microscopio invertido (Leitz Diavert) para avaliar as condicdes gerais dos parasitas
como a atividade motora. A motilidade dos vermes foi classificada como motilidade normal,
sem motilidade (sem movimento em dois minutos de observacao), motilidade diminuida
(motilidade reduzida em comparagdo com 0s grupos de controle negativo), e movimento
minimo (movimento ocasional da cabeca e do corpo) (MANNECK; LLER; KEISER, 2009).

Como controle negativo foram utilizados vermes adultos mantidos em meio RPMI
1640 com o solvente das amostras (0.1% de DMSQO), e como controle positivo foi utilizado
vermes adultos incubados com 1.56 ug mL" de praziquantel (Sigma Aldrich), que causou a
morte de 100% dos vermes apds 24 horas de incubagéo. Foram avaliados oito vermes de
parasitas por concentragéao.

2.6 Ensaio da atividade leishmanicida

Para a manutencao do parasito, uma concentracao de 5x10° formas promastigotas
foram inoculadas na pata traseira de camundongos Balb/c machos, e, ap6s o surgimento
da lesdo (aproximadamente 60-70 dias), as patas foram removidas com auxilio de uma
tesoura cirurgica e macerados para obtencéo dos parasitos. Os parasitos coletados foram
mantidos in vitro em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de meio soro bovino fetal
(SBF) e 10.000 U mL" de penicilina, 10.000 pg mL"' de estreptomicina, e pH ajustado para
7.4 a 25°C em estufa BOD (Quimis). O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, € a
partir do sexto dia de cultura as formas promastigotas foram coletadas no sobrenadante.
A manutengéo do ciclo de L. amazonensis foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso de
Animais da Universidade de Franca, sob protocolo CEUA n° 046/15.

2.7 Triagem in vitro da atividade leishmanicida

Inicialmente foi realizada uma triagem dos extratos nas diferentes qualidades de
luzes na concentracéo de 50 yg mL" contra as formas promastigotas de L. amazonensis.
As culturas das formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas como descritas
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anteriormente por 6 dias (inicio da fase estacionaria) e cerca de 1x10° parasitos foram
cultivados em placas de 96 pocos contendo o mesmo meio. Os extratos vegetais das
qualidades de luzes foram previamente dissolvidos em DMSO (Synth) e adicionados nas
culturas em uma concentragéo final de 50 pyg mL".

As culturas foram incubadas a 25°C em estufa BOD (Quimis) por 24 horas e as
atividades leishmanicida dos extratos foram determinados pela inibicdo do crescimento
das formas promastigotas pela contagem em camara de Neubauer (Global Glass) do
numero total de promastigotas vivas, levando-se em considerac¢do a motilidade flagelar em
microscopio 6ptico. Como controle negativo foi utilizado meio RPMI 1640 contendo 0.1 %
de DMSO (Synth), e como controle positivo foi utilizado Anfotericina B (Eurofarma — Séao
Paulo, Brasil) na concentragéo de 12.5 yug mL". Os resultados foram expressos como a
média da porcentagem de inibicdo do crescimento em relagéo ao controle negativo (0.1%
DMSO). Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata. Os extratos
que apresentaram inibicdo do crescimento maior que 60% foram selecionados para a
determinagéo dos valores de concentrag&o inibitoria 50% (Cl,).

2.8 Atividade leishmanicida dos extratos mais ativos contra as formas
promastigotas de L. amazonensis e determinacéao dos valores de concentracao
inibitéria 50%

Apds a realizagao da triagem inicial, foram selecionados os extratos cultivados sob
as luzes vermelha e verde para a continuacéo dos testes sobre L. amazonensis, por terem
apresentado porcentagem de inibicao do crescimento maior que 60% em um ou ambos 0s
periodos testados. As culturas das formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas
como descritas no item anterior por 6 dias (inicio da fase estacionaria) e cerca de 1x10°
parasitos foram plaqueados em placas de 96 po¢os contendo meio RPMI 1640suplementado
com 10% de SBF e 1% de antibiético (Penicilina 10.000 Ul mL™* e Estreptomicina 10.000 mg
mL™"). Os extratos foram previamente solubilizados em DMSO e adicionados nas culturas
nas concentragdes de 6.25 a 100 yM e Anfotericina B no range de 0.19 a 3.12 yM.

As culturas foram incubadas a 25°C em estufa BOD (Quimis) por 24 e 48 horas
e a atividade leishmanicida dos extratos foi determinada pela inibicdo do crescimento
das formas promastigotas pela contagem em camara de Neubauer do nimero total de
promastigotas vivas, levando-se em consideracdo a motilidade flagelar em microscopio
optico.

Como controle negativo foi utilizado meio RPMI 1640 contendo 0.1 % de DMSO e
como controle positivo foi utilizado Anfotericina B na concentragdo de 1 pyg mL". Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicata. Os valores de Cl  foram
determinados por meio de curvas de regressao nao-linear utilizando o software GraphPad
Prism versédo 5.0 para Windows (GraphPad software, San Diego, USA).
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2.9 Ensaios de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade foi medida utilizando a toxicologia in vitro, avaliada com o uso
do kit colorimétrico XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2-H-tetrazolium-5-
carboxanilide) de acordo com as instru¢des do fabricante (Roche Diagnostics). A reducéao
de XTT ocorre extracelularmente na superficie da membrana do plasma por meio de
transporte de elétrons transmembranar (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). A técnica de
XTT é um ensaio quantitativo para determinar a interrupcéo de uma funcdo bioquimica
critica. Este ensaio quantifica a atividade mitocondrial, medindo-se a formacgéo de cristais
de formazan, produto formado pela redugéo do sal XTT (MOSMANN, 1983).

Para a avaliacdo da atividade citotdxica utilizou-se metodologia descrita por Silva et
al. (2016). Cerca de 1x10*de células normais de fibroblastos de pulm&o humano (linhagem
celular GM07492A) foram semeadas em microplacas de 96 pogos, contendo cada poc¢o
100 pyL de meio de cultura HAM F10/DMEN (Sigma Aldrich), suplementado com 10% de
soro bovino fetal. As concentragdes avaliadas para as amostras variaram de 19.5 a 2500
ug mL". O controle negativo (sem tratamento), solvente (0.02% DMSO) e controle positivo
(25% DMSO) também foram incluidos na placa.

Apo6s incubagdo a 36.5°C por 24 horas, o meio foi removido e as células foram
lavadas com 100 pL de tampéo fosfato salino (PBS) e exposto a 100 pL de meio HAM F10
sem vermelho de fenol. Em seguida, 25 pL de XTT foi adicionado a cada poco (plaqueados)
e incubados a 36.5°C por 17 horas. As absorbancias de cada pogo foram determinadas por
leitor de microplacas em comprimento de 450 nm e referéncia de 620 nm, usando um leitor
de Elisa (Tecan-SW Magellan versédo 5.03 STD 2P).

A viabilidade celular foi expressa em % de células néo tratada, que serviu de grupo
controle negativo, a qual foi designado como 100%. Desta forma os resultados foram
expressos em % de controle negativo.

A citotoxicidade foi avaliada usando o parametro de resposta Cl_, tragcando a

50’
sobrevivéncia das células contra as respectivas concentragbes dos tratamentos. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata. A andlise estatistica foi realizada utilizando o

software GraphPrism verséo 5.0.

31 RESULTADOS

3.1 Atividade esquistossomicida in vitro

O potencial esquistossomicida dos extratos brutos de P. angulata oriundos do cultivo
in vitro sob as diferentes qualidades de luzes foi avaliado in vitro frente aos vermes adultos
de S. Mansoni, em comparagdo com o praziquantel como controle positivo. De acordo
com a tabela 1, 100% dos pares de vermes adultos de S. mansoni incubados com extrato
de P. angulata cultivada sob luz branca mostrou motilidade normal em 24, 48 e 72 horas
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de incubacéo nas concentracdes avaliadas. O extrato de P. angulata cultivada sob luz

verde e amarela mostraram a motilidade diminuida de 25% com 48 horas de incubacéo

na concentracao 100 yg mL™, e as 72 horas de incubagéo na concentragdo 200 yg mL",

respectivamente.

% de pares de vermes adultos com motilidade alterada em determinadas horas de incubagéao

Motilidade Sem Motilidade Motilidade

Amostra normal ® (%) motilidade ® (%) diminuida® (%) minima ® (%)

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72

Horas Horas Horas Horas
Controle © 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DMSO ¢ 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PzQ- 0 0 0 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Extrato Luz
Brancaf
125pugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 pyg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 pg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 ugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200ugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extrato Luz
Verde |
125pugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 pyg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 pyg mL" 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 ugmL* 100 75 100 0 0 0 0 25 0 0 0 0
200 ugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extrato Luz
Amarela
125pugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 pyg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 pyg mL" 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 uggmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 pugmL* 100 100 75 0 0 0 0 0 25 0 0 0
Extrato Luz
Azul f
125pugmL* 100 100 O 0 0 50 0 0 0 0 0 50
25 pyg mL 100 100 75 0 0 25 0 0 0 0 0 0
50 pg mL 100 100 50 0 0 50 0 0 0 0 0 0
100 ygmL* 100 100 50 0 0 50 0 0 0 0 0 0
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200pgmL* 100 100 O 0 0 100 0 0 0 0 0 0

Extrato Luz
Vermelha f

125pugmL* 100 100 25 0 0 75 0 0 0 0 0 0
25 yg mL 100 100 75 0 0 0 0 0 25 0 0 0
50 pyg mL™" 100 50 25 0 25 75 0 25 0 0 0 0
100 yg mL" 7% 75 75 0 25 25 25 0 0 0 0 0
200 pg mL" 75 100 50 25 0 50 0 0 0 0 0 0

2% em relacéo a 8 pares de vermes adultos

b Motilidade dos vermes, classificada como motilidade normal, sem motilidade (sem movimento
em dois minutos de observacgao), motilidade diminuida (motilidade reduzida em comparagéo
com os grupos de controlo negativo), e movimento minimo (movimento ocasional da cabeca e
do corpo).

¢Parasita em meio RPMI 1640.

dParasita em meio RPMI 1640 mais 0.1% de DMSO.

¢ Parasita incubado com PZQ (praziquantel) (1.56 pug mL™").

f Parasita incubado com extratos de P. angulata cultivada sob diferentes luzes.

Tabela 1 — Efeito de extratos de P. angulata cultivadas sob diferentes qualidades de luzes na motilidade
de pares de verme adulto de S. mansoni.

Os melhores resultados foram apresentados pelo extrato de P. angulata cultivada
sob luz vermelha, que apresentou 75% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubacgéo
na concentragdo 12.5 yug mL", e pelo extrato de P. angulata cultivada sob luz azul, o qual
apresentou 100% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubagédo na concentragédo
200 pyg mL™.

3.2 Atividade leishmanicida in vitro

Levando em considerag¢édo que a forma promastigota tem sido utilizada em varios
estudos na analise preliminar de extratos vegetais com atividade leishmanicida, no presente
trabalho, a atividade leishmanicida contra L. amazonensis dos extratos de P. angulata
cultivada sob as luzes branca, azul, verde, vermelha e amarela foram avaliados em termos
de inibicao do crescimento apds incubacao por 24 horas a 25°C. O extrato de P. angulata
cultivada sob luz verde na concentragdo de 50 pyg mL ' reduziu a viabilidade de células
promastigotas de L. amazonensis em 73.56%, seguido do tratamento com o extrato de P.
angulata cultivada sob luz vermelha (66.8%) (Figura 1).
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Figura 1 — Viabilidade de células (%) promastigotas de L. amazonensis apds 24 horas de incubacgao
com extratos de plantulas de P. angulata cultivadas sob diferentes qualidades de luzes (Branca,
Amarela, Verde, Azul e Vermelha).

Resultados provenientes de trés experimentos independentes realizados em triplicata (resultados
expressos como média da porcentagem =+ desvio padrdo, em relagcdo ao controle positivo (Anfotericina
B - 12.5 ug mL") e em relagéo ao controle negativo (0.1% DMSO).

Na tabela 2 sdo mostrados os valores de Cl , para os extratos que apresentaram
inibicdo do crescimento maior que 60%.

Concentracoes (ug) = Desvio Padrao

Amostra Cl,, (ug mL")

100 50 25 12,5 6,25

Luz Verde 99,49+0,87 61,87+1,31 27,12+0,93 22,27+1,64 7,89+0,48 17.72

(14,99-20,79)

Luz 12,38
Vermelha 87,98+0,67 74,05+1,69 58,31+0,59 18,27+1,52 4,79+1,62 (11,14-13,79)
0,19 0,095 0,047 0,023 0,011

Anfotericina 0,011
B 99,88+0,6 78,33+24,43 68,74+21,97 54,67+17,77 42,44+20,97 (0,0058 -
0,019)

Tabela 2 — Atividade leishmanicida in vitro de extratos de P. angulata cultivadas sob as luzes verde e
vermelha contra formas promastigotas de L. amazonensis e determinagéo dos valores de concentragcao
inibitéria de 50% apds 24 horas de incubagéo.

Controle Positivo: Anfotericina B 1 yg/mL
Controle Negativo: Meio RPMI + 0,1% DMSO

Os valores de Cl_, dos extratos metandlicos de P. angulata oriundos do cultivo sob
as luzes verde e vermelha foi de 17.72 e 12.38 ug mL", respectivamente, contra as formas
promastigotas de L. amazonensis.
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3.3 Ensaio citotoxicidade

Os extratos metandlicos de P. angulata oriundas do cultivo sob as luzes branca,
verde, amarela, azul e vermelha tiveram suas atividades citotdxicas avaliadas in vitro
utilizando linhagens de células normais de fibroblastos de pulmao humano (GM07492A).

Afigura 2 mostra as porcentagens de viabilidade das células normais de fibroblastos
de pulmao humano pelo método do XTT, onde o sal XTT é convertido em azul de formazan,
a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983) e as concentragcdes avaliadas.

Os resultados permitem verificar que, em todos os extratos de P. angulata cultivadas
sob diferentes qualidades de luzes, nao houve dependéncia da viabilidade celular em
funcdo da concentracdo do extrato, ou seja, ndo foram dose-dependentes.
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Figura 2 — Viabilidade celular de fibroblastos de pulmao de humano (GM07492A) tratadas com
diferentes concentracgdes (19.5 a 2500 yg mL") de extratos de plantulas de P. angulata cultivadas sob
diferentes qualidades de luzes (Branca, Amarela, Verde, Azul e Vermelha).

Controle negativo (sem tratamento); Controle do solvente: 0.1% DMSO; Controle positivo: 25% DMSO.

Ademais, os resultados mostraram que todos os extratos de P. angulata cultivadas
sob diferentes qualidades de luzes apresentam Cl_, acima de 2500 yg mL™ (Tabela 3), néo
apresentando, portanto, efeito citotdxico frente a células normais de fibroblastos de pulméo
humano (GMQ07492A).

Extrato de luzes P. angulata

Concentracao
Branca Amarela Verde Azul Vermelha

Cl,, ug mL" > 2500 > 2500 > 2500 > 2500 > 2500

Tabela 3 — Avaliagdo de Cl,, dos extratos de P. angulata cultivadas sob diferentes qualidades de
luzes, realizado por meio do ensaio de XTT com células normais de fibroblastos de pulmao humano
(GMO07492A).
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41 DISCUSSAO

Abusca por plantas medicinais e compostos ativos podem abrem novas perspectivas
no desenvolvimento de terapias medicamentosas frente a varias patologias. Sdo bem
descritos na literatura o uso de extratos e infusdes de P. angulata na medicina tradicional
para tratar varias enfermidades (RENGIFO-SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013), bem como
s@o mostrados em diferentes experimentos farmacologicos de testes in vitro e modelos in
vivo as diversas atividades bioldgicas de seus compostos ativos ( TOMASSINI et al., 2000;
SANTOS et al., 2003; BASTOS et al., 2008; SUN et al., 2016). No entanto, seu potencial
antiparasitario frente a leishmaniose e esquistossomose permanecia desconhecido, ou
pouco investigado.

Uma das estratégias de erradicagdo da esquistossomose € o combate aos caramujos
vetores do S. mansoni. Diversas plantas brasileiras vém sendo estudadas com acgéo
moluscicida frente a espécie B. glabrata, como o Chenopodium ambrosioides (FRANK et
al., 2018), Anadenanthera colubrina (SA et al., 2017) e Euphorbia umbellata (PEREIRA
et al., 2017). Estudos envolvendo P. angulata também mostram a atividade moluscicida
de seus extratos, como avaliado por Santos et al. (2003) utilizando extratos etandlicos de
suas raizes na concentragdo de 500 mg L' frente a caramujos da espécie B. tenagophila;
por Kamelia et al. (2006) utilizando extratos de acetato de etila das partes aéreas contra B.
alexandrina, e, mais recentemente por Karamba (2015), o qual demostrou que os extratos
aquosos na concentracdo de 50 mg L' levaram a letalidade de 100% de caramujos da
espécie Bulinus globosus.

No presente estudo foi testado extratos de P. angulata frente a cercéarias de S.
mansoni, e, a partir dos resultados obtidos foi possivel observar que houve significativa
auséncia de motilidade dos vermes adultos de S. mansoni incubados com extratos de P.
angulata cultivada sob luz vermelha, o qual apresentou 75% de auséncia de motilidade
as 72 horas de incubagéo na concentracdo 12.5 yg mL", e, pelo extrato de P. angulata
cultivada sob luz azul, apresentando 100% de auséncia de motilidade as 72 horas de
incubagéo na concentragéo 200 pyg mL'. Nos trabalhos de Santos et al. (2011), utilizando
P. angulata ex vitro, os extratos etanoélicos desta espécie promoveu 100% de mortalidade
de cercérias de S. mansoni na concentracao de 100 mg L.

Adicionalmente, na triagem de atividade leishmanicida observou-se que o extrato
de P. angulata cultivada sob luz verde na concentracéo de 50 yg mL™ reduziu a viabilidade
de células promastigotas de L. amazonensis em 73.5%, seguido do tratamento com
o extrato de P. angulata cultivada sob luz vermelha (66.8%). Ademais, estes extratos
apresentaram valores de Cl, de 17.72 y mL'e 12.38 y mL" para a luz verde e luz vermelha,
respectivamente.

De acordo com estudo e critérios de Katsuno et al. (2015) para que uma substéancia
seja promissora in vitro para leishmaniose, esta deve apresentar Cl_, menor que 10 y mL"
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sobre a forma intracelular de Leishmania spp. Desse modo, apesar do nao isolamento de
nenhuma substéncia, os extratos verde e vermelho de P. angulata apresentam valores de
Cl,, proximos do sugerido como promissora. N&o ha relatos da literatura sobre a atividade
leishmanicida de extratos de P. angulata cultivada in vitro sob diferentes qualidades de
luzes. No entanto, trabalhos com extratos de P. angulata ex vitro (DA SILVA et al., 2015b)
mostram o potencial leishmanicida desta espécie, onde extratos aquosos das suas raizes,
na concentragdo de 100 yg mL™', promoveu a redugcéo de 99,8% de células promastigotas
de L. amazonensis.

A citotoxicidade foi avaliada com os extratos de P. angulata, frente a linhagem
normal de fibroblastos de pulmao humano (GM07492A). Todos os extratos testados néo
apresentaram toxicidade, ndo obtendo Cl,, na maior concentragdo avaliada (2500 pyg mL™").

E bem relatado na literatura a fitoquimica de P. angulata por conter compostos
fendlicos, flavonoides, diterpenos, vitaesteroides e fisalinas nas suas raizes e folhas
(TOMASSINI et al., 2000; BASTOS et al., 2006; RENGIFO-SALGADO; VARGAS-ARANA,
2013; iZLI et al., 2014). A rutina é um flavonoide com ampla gama de propriedades
terapéuticas (SHARMA et al., 2013), sendo que sua atividade moluscicida foi comprovada
frente as espécies B. alexandrina e Bulenus truncatus, utilizando extratos etandlicos de
Calendula officinalis (EL-SHEIKH et al., 2012), e a atividade leishmanicida deste flavonoide
foi demonstrada em condicdes in vitro pelos extratos de Cordia myxa frente a L. major e
L. infantum. Em estudos anteriores deste grupo de pesquisa com extratos de P. angulata
cultivada in vitro, a luz azul e vermelha favoreceu o acimulo de rutina nesta espécie, o que
pode ser um indicativo da atividade esquistossomicida (DE SOUZA, 2019).

Ja as fisalinas sdo os compostos ativos mais encontrados em P. angulata (ZHANG;
TONG, 2014), apresentando diversas propriedades biol6gicas ( TOMASSINI et al., 2000;
CURI et al., 2017), como tripanomicida (MEIRA et al., 2015), leishmanicida (CHOUDHARY
et al., 2007; GUIMARAES et al., 2009; DA SILVA et al., 2015a) e moluscicida (SANTOS et
al., 2003).

A luz é um fator abibtico que influencia o desenvolvimento morfoldgico e fisioldgico
de plantas, promovendo defesa contra herbivoros, patdgenos e estresse oxidativo através
da regulacao da biossintese de metabdlitos secundarios ( LEGRIS et al., 2013; BATISTA et
al., 2018). Ademais, o controle da composigéo e qualidade de luz na producgéo de plantulas
in vitro permite respostas especificas no vegetal (SA£BJ; KREKLING; APPELGREN, 1995;
MACEDO et al., 2011), estando envolvida na regulacao de vias biossintéticas de pigmentos,
como por exemplo carotenoides, e compostos bioativos, como flavonoides e terpenoides
(TAULAVUORI et al., 2017).

Na cultura in vitro de calos e brotos de varias espécies, as diferentes qualidades de
luz fornecidas por lampadas fluorescentes tém sido utilizadas para estimular a fotossintese,
morfogénese e a biossintese de compostos quimicos de interesse (SZOPA; EKIERT,
2016TO;GAZOLLA et al., 2017; PEDROSO et al., 2017).
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Além disso, lampadas com diferentes comprimentos de onda (violeta, azul, verde,
amarelo e vermelho) vem sendo utilizadas para estimular varios processos fisiologicos em
plantas cultivadas in vitro (SZOPA; EKIERT, 2016; TAULAVUORI et al., 2017), sendo que
esta estimulagé@o é feita através da ativacéo seletiva de diferentes fotorreceptores, que
induzem respostas fotomorfogénicas nas plantas (THORPE, 2003; DA SILVA et al., 2015a),
as quais incluem os fitocromos que absorvem a luz vermelha, e criptocromos e fototropinas
que absorvem a luz azul (HIGUCHI; HISAMATSU, 2016).

Em estudos com culturas de tecido in vitro, dados mostram que a fotossintese é
fortemente influenciada por luz vermelha e azul, uma vez estas sdo as principais fontes
para a absorgéo de CO, fotossintética em plantas (OUYANG et al., 2015; MANIVANNAN
et al., 2017).

Outros trabalhos trazem que a luz azul (400-500 nm) controla o fototropismo, o
crescimento das folhas, crescimento do caule, concentragbes de clorofila, abertura
estomética e acumulacéo de antioxidantes. Ja a luz vermelha (660 nm) é importante no
desenvolvimento do complexo do fotossistema, controlando a germinacao, a fun¢do do
cloroplasto e o crescimento do caule e do peciolo (SAEBJ; KREKLING; APPELGREN,
1995; GOINS et al.,, 1997; MOON et al., 2006;CARVALHO; FOLTA, 2017;TAKEUI et al.,
2017).

Ademais, muitos estudos mostram a relacéo positiva das luzes azul e vermelha na
producdo de metabdlitos secundarios. A luz azul estimulou a producgéo de flavonoides em
Swertia chirata (GUPTA; KARMAKAR, 2017), lignanas em Schisandra chinensis (SZOPA;
EKIERT, 2016), &cidos fendlicos em Rehmannia glutinosa (MANIVANNAN et al., 2015), e
em Panax ginseng (PARK et al., 2013). Ja em trabalhos com a luz vermelha, esta promoveu
a producao de monoterpenos em Achillea millefolium (ALVARENGA et al., 2014) e &cidos
fendlicos totais em Eleutherococcus senticosus (SHOHAEL et al., 2006).

51 CONCLUSOES

A avaliagcdo esquistossomicida mostra que ha significativa auséncia de motilidade
dos vermes adultos de S. mansoni incubados com extratos de P. angulata cultivada sob
luz vermelha, o qual apresentou 75% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubacao
na concentragcdo 12.5 pyg mL"’, e, pelo extrato de P. angulata cultivada sob luz azul,
apresentando 100% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubag&o na concentracédo
200 yg mL™".

Ao observar a viabilidade de células promastigotas de L. amazonensis, o extrato de
P. angulata cultivada sob luz verde na concentracdo de 50 yg mL™" reduziu a viabilidade
em 73,5%, seguido do extrato cultivado sob luz vermelha (66.8%). Estes dados levaram a
determinagéo do Cl , destes dois exiratos, obtendo-se valores de 17.72 y mL" e 12.38
mL" para a luz verde e luz vermelha, respectivamente, caracterizando P. angulata cultivada
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in vitro como promissor agente leishmanicida.

Na avaliagéo da citotoxicidade, foram utilizadas linhagens normais de fibroblastos
de pulméo humano (GM07492A). Todos os extratos testados de P. angulata cultivado in
vitro n&o apresentaram toxicidade, obtendo Cl,, acima de 2500 yg mL".

A luz € um dos mais importantes fatores ambientais que afetam a biossintese de
compostos em plantas, permitindo a relagcdo dose-resposta positiva. Ademais, dependendo
da qualidade da luz, respostas na producéo de metabdlitos secundarios séo evidentes.
As luzes branca, azul, vermelha e verde apresentam diversos estudos que retratam seus
potenciais biologicos.
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