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1. INTRODUCAO

O cancer é compreendido por um conjunto de diversas doencas
determinadas por um crescimento desordenado de células e a sua invasédo a
tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se para outras regiées do corpo, processo
esse, denominado de metastase (INCA, 2016). O Glioblastoma Multiforme (GBM)
representa a forma mais devastadora e comum de tumor cerebral, representando
cerca de 50% de todas as neoplasias do sistema nervoso central (SNC)
(HOLLAND, 2001). Pacientes acometidos apresentam uma sobrevida média de
aproximadamente 14 meses apds o diagnostico (MEIR et al., 2010). E o tumor
cerebral com maior incidéncia na populacdo e também de maior letalidade,
apresenta uma baixa capacidade de metastase, entretanto grande capacidade de
infiltracdo através do tecido cerebral (VAN MEIR et al., 2010). Atualmente, o
tratamento aplicado é a cirurgia sempre que possivel, seguida de radioterapia e
guimioterapia (BUTOWSKI et al., 2006).

Devido ao alto indice de mortalidade dos pacientes acometidos pelo GBM e
da limitacdo e falta de eficiéncia nos tratamentos disponibilizados, ha um
crescente interesse em buscar por novas terapias que possibilitem uma melhora
no prognadstico dos pacientes. Nesse contexto, as plantas tornam-se importantes
alvos, pois sdo uma fonte de produtos biologicamente ativos, em razao da imensa
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas ou biolégicas
(SIMOES et al., 2007). Em vista disso, os frutos do género Eugenia uniflora,
popularmente conhecida como pitanga, sdo o foco do nosso estudo por
apresentarem efeitos prévios na prevencdo de alteragcbes metabdlicas, danos
oxidativos, além de apresentar um papel neuroprotetor (OLIVEIRA et al., 2017).

Levando em consideracdo que GBM néo possui terapias que levem a uma
cura efetiva e que o tratamento empregado ainda permanece apenas paliativo, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito antitumoral in vitro do extrato de E.
uniflora em linhagens de glioma de rato (C6) e o seu potencial citotéxico em
cultura primaria de astroécitos.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacao do extrato

Frutos vermelhos de E. uniflora foram coletados, imediatamente
congelados a - 20°C e mantidos ao abrigo da luz até o momento de sua utilizacao.
Os frutos congelados foram sonicados com etanol 70°GL e o pH da solucéo foi
ajustado para 1,0. Em seguida o extrato bruto foi filtrado, o etanol foi evaporado e
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foi liofilizado até a secura total. O extrato foi preparado baseado na metodologia
proposta por Bordignon e colaboradores (2009), com algumas modificagdes.

2.2. Cultivo de linhagem celular

A linhagem de glioma C6 foi obtida da ATCC (American Type Culture
Collection - Rockville, Maryland, USA), cultivadas em meio de cultura DMEM
(meio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB) (pH 7,4) e mantidas sob condicbes padrbes de cultivo em
incubadora a 5% de CO2, a uma temperatura de 37°C e atmosfera umidificada.
Apos atingirem uma confluéncia de 90%, as células foram semeadas em placas
de 96 pocos em uma densidade de 5x10° células por poco e tratadas com o
extrato de E. uniflora nas concentracdes de 0,25; 0,5; 0,75; 1 e 2 mg/mL durante
48 horas. Células tratadas com DMEM 5% de SFB foram usadas como controle.

2.3. Cultivo primério de astrécitos

Para a cultura primaria de astrécitos foram utilizados cértex de ratos Wistar
neonatos (1-2 dias) para o isolamento das células, as quais foram cultivadas em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB (pH 7,6) e mantidas sob condi¢bes
padrbées de cultivo em incubadora a 5% de CO2, a uma temperatura de 37°C e
atmosfera umidificada, foram incubadas de 15-20 dias para devida maturagdo. As
células foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 3x10*
células por poco e tratadas com o extrato de E. uniflora, nas concentracdes de 0,5
a 2 mg/mL durante 48 horas. Células tratadas com DMEM 10% de SFB foram
usadas como controle.

2.4. Citotoxicidade celular

Ap0s a exposicao do extrato de E. uniflora sobre a linhagem de glioma C6
e cultivo primario de astrécito, a proliferacédo celular e a viabilidade celular foram
determinadas pelo método da Sulforodamina B e do MTT, respectivamente.

2.5. Andlise estatistica

Os dados foram analisados em triplicata utilizando a ANOVA de uma via
seguida do post-hoc de Tukey. A diferenca entre os grupos foi considerada
significativa quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar que o extrato de E. uniflora, no tempo de 48 h, reduziu
de maneira significativa a proliferacdo celular em todas as concentragfes
avaliadas, promovendo uma inibicdo de 15%, 20%, 23%, 24%, 25% e 30% nas
concentracgbes de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL respectivamente, exibindo
um perfil de dose dependéncia (Figura 1). Além disso, nenhuma citotoxicidade
sobre a cultura de astrocitos foi observada nas concentra¢des de 0,5 a 2 mg/mL,
indicando uma seletividade de efeito e uma seguranca quanto ao uso do
composto (Figura 2).
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Figura 1. Atividade antitumoral do extrato de E. uniflora sobre linhagem de glioma
C6 apos 48 h de exposicdo. Dados expressos como média + desvio padrao e
analisados por ANOVA seguido do post-hoc de Tukey. *Diferenga significativa
guando comparado ao controle para um P<0,01.
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Figura 2. Atividade citotoxica do extrato de E. uniflora em astrocitos apds 48 h de
exposicdo. Dados expressos como meédia + desvio padrdo e analisados por
ANOVA seguido de post-hoc de Tukey.

O presente trabalho teve como objetivo determinar o efeito antitumoral in
vitro do extrato de E. uniflora em linhagem tumoral de glioma. Nossos achados
demonstraram que a pitanga apresenta uma significativa atividade
antiproliferativa. A caracterizacdo desse composto demonstrou que 0 extrato
contém compostos fendlicos, dentre eles as antocianinas, em quantidade
significativa (dados ndo mostrados).
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Corroborando com os nossos achados, alguns estudos demonstram que 0s
produtos derivados de plantas, principalmente os ricos em polifendis, sdo capazes
de inibir a geracdo de tumores, além de induzir a apoptose nas células
cancerigenas e interferir na progressdo tumoral. Além disso, acredita-se que 0s
produtos naturais podem ser utilizados juntamente com a quimioterapia
convencional para melhorar os efeitos quimiopreventivos (SHARMA et al., 2017).

4. CONCLUSOES

Em concluséo, o extrato de E. uniflora apresenta uma agdo antitumoral em
glioma de rato (C6) promissora, ndo apresentando citotoxicidade em cultivo
primério de astrécitos, porém mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar
0S mecanismos envolvidos.
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