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1. INTRODUCAO

O glioblastoma multiforme (GBM) é o caso mais comum de tumor cerebral
priméario maligno. Apresenta uma incidéncia de 3,19 casos por 100.000 habitantes
por ano e um prognostico extremamente negativo, exibindo uma taxa de
sobrevida em 5 anos de 4-5% e de 26-33% aos 2 anos em ensaios clinicos
(RAZAVI et al., 2016; BATASH et al., 2017). O tratamento para o GBM é
considerado multimodal, onde € realizada resseccao cirargica, radioterapia e
guimioterapia. Estudos demonstram um progresso nos tratamentos, porém a
sobrevida média geral dos pacientes ainda permanece insatisfatoria, sendo em
torno de 15 meses apos o diagnéstico (CARLSSSON et al., 2014). Essa baixa
taxa de sobrevida pode ser atribuida as limitacdes do tratamento, bem como a
natureza difusa do GBM e também a uma incompleta compreensdo da
fisiopatologia do tumor.

Em torno de 90% de todos os canceres humanos apresentam uma causa
ambiental (heranca ndo genética) principalmente por meio de opcdes de estilo de
vida, enquanto os outros 10% sédo devido a infeccdes e exposicdes a produtos
guimicos. O cancer envolve diversos estagios, apresentando alteracdes
mutacionais e proliferacdo descontrolada, com isso estudos vém relacionando o
papel causal e contributivo do estresse oxidativo na iniciacdo e progressao do
cancer (KLAUNIG, 2018).

Levando em consideracdo que pacientes acometidos pelo GBM
apresentam um alto indice de mortalidade, que o tratamento ainda € uma
limitacdo e o envolvimento do estresse oxidativo na progresséo do tumor, torna-se
crescente 0 interesse em se estudar alternativas terapéuticas a fim de
proporcionar uma melhoria na qualidade de vida dos pacientes com GBM. Devido
a isso, os produtos naturais antioxidantes sdo um importante alvo para 0 manejo
clinico de diversas patologias, em especial o &cido tanico (AT) que apresenta
atividade antitumoral e efeitos bem comprovados em doencas que acometem o
Sistema Nervoso Central (SEN et al., 2015; GERZSON et al., 2019; BONA et al.,
2020).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito antiglioma in vivo do
AT e sua acao frente aos parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos
submetidos ao modelo pré-clinico de GBM.
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2. METODOLOGIA
2.1. Animais
O modelo in vivo de GBM foi realizado com a utilizacao de 50 ratos Wistar
machos com 60 dias de idade (250-300 g). O estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal da instituicdo, sob o nimero de protocolo
CEEA 31292-2018.

2.5. Protocolo in vivo

As células C6 foram diluidas em meio DMEM e injetadas (3 pL) no estriado
dos ratos (coordenadas em relacédo ao bregma, 3,0 mm lateral, 0,5 posterior e 6
mm de profundidade). Os animais foram pré-anestesiados com administragdo
intraperitoneal (i.p.) de cetamina e xilazina. Cinco dias apds a implantagdo do
glioma, os animais foram divididos em trés grupos: (1) Sham + Veiculo, (2) GBM +
Veiculo, (3) GBM + AT (50 mg/kg/dia). O tratamento foi administrado
intragastricamente por 15 dias. Apés 21 dias da implantacdo do tumor, 0s animais
foram eutanasiados e divididos de forma aleatéria para posteriores analises. Para
a quantificacdo do tumor, trés secbes do cérebro de cada animal foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE), as imagens foram capturadas e a area do tumor
foi quantificada usando o software ImageJ. O volume total do tumor (mm3) foi
calculado multiplicando a sec¢éo da fatia e adicionando a area segmentada. Para
analises dos parametros de estresse oxidativo foi retirado o cérebro total dos
animais.

2.3. Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo
2.3.1. Niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Foram avaliados segundo DOS SANTOS et al. (2017), através do ensaio
de diacetato de 2’-7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA).

2.3.2 Conteudo tidlico total

Foi avaliado segundo método de AKSENOV & MARKESBERY (2001),
através da reducdo do acido ditionitrobenzoico (DTNB) por tiois, formando um
derivado amarelo.

2.3.3. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada de acordo com MISRA & FRIDOVICK
(1972), utilizando método baseado na inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina
depende de superoxido.

2.3.4 Atividade da enzima catalase (CAT)
A atividade da CAT foi determinada de acordo com AEBI (1984), utilizando
método baseado na decomposicao de perdxido de hidrogénio (H202).

2.5. Analise estatistica

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos no protocolo pré-clinico, foi possivel
observar que 0os animais que receberam o tratamento com AT, na dose de 50
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mg/kg/dia pelo periodo de 15 dias, apresentaram uma reducdo significativa no
tamanho do tumor (227,6 + 58,16 mm?3) quando comparados ao controle (410,7 +
60,64 mm3) (Figura 1). Estudos anteriores relataram o efeito antiglioma in vitro do
AT, porém esse € o primeiro trabalho que demonstra os efeitos in vivo do
composto (BONA et al.,, 2020). Além de corroborar com os dados previamente
descritos, ressalta o potencial antiglioma do AT.
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Figura 1. Volume total (mm3) determinado usando o software ImageJ (n =
8-9). Os dados foram analisados pelo teste t de Student. * P<0,05 quando
comparado ao grupo controle.

Na figura 2 podemos observar os resultados referentes aos parametros de
estresse oxidativo. Houve um aumento significativo nos niveis de ROS no grupo
controle quando comparado com o grupo sham, e essa alteracéo foi parcialmente
revertida pelo tratamento com AT. Quanto a atividade da enzima superoxido
dismutase, foi possivel verificar uma diminuicdo no grupo controle quando
comparado ao grupo sham, e o tratamento foi capaz de reverter essa diminuicao.
N&o observamos diferencas significativas nos niveis de conteudo tidlico total e na
atividade da enzima catalase no grupo tratado. O estresse oxidativo é uma
caracteristica comum a varios tipos de células cancerosas, sendo caracterizado
pela formacdo descontrolada de ROS comprometendo o metabolismo celular e
levando a promocdo de malignidade celular e inicio e progressao tumoral
(Acharya et al., 2010). A regulacéo do estresse oxidativo € um fator importante no
desenvolvimento de novas terapias antineoplasicas (Gorrini et al., 2013).
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Figura 2. Efeito do tratamento com acido tanico (AT) nos niveis de ROS,
conteddo tidlico total e atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase
em cérebro de ratos submetidos ao modelo pré-clinico de glioblastoma. (**)
P<0,01 e (***) P<0,001 comparado com o grupo Sham, (#) P<0,05 e (###)
P<0,001 comparado com o grupo controle.
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4. CONCLUSOES

O AT demonstrou ser um importante alvo no tratamento para o GBM pois
foi capaz de reduzir significativamente o tamanho do tumor, além disso foi capaz
de reduzir os niveis de ROS e restabelecer a atividade da enzima SOD.
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