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1. INTRODUGAO

O Glioblastoma (GB) consiste do tumor cerebral mais agressivo do sistema
nervoso central (SNC) cujos mecanismos complexos de malignidade incluem
elevada taxa de proliferacao, invasao, angiogénese e necrose (LOUIS et al., 2016).
Diante da elevada agressividade do GB, apesar das estratégias terapéuticas
atualmente utilizadas, os pacientes acometidos pelo GB exibem baixo progndéstico
com uma sobrevida média de apenas 16 meses (OSTROM et al., 2018). E bem
estabelecido que a inflamagao crénica presente no microambiente tumoral favorece
o desenvolvimento do estresse oxidativo, o qual é caracterizado por um desequilibrio
entre a producdo de radicais livres € os mecanismos de defesa antioxidante
(RAMIREZ-EXPOSITO; MARTINEZ-MARTOS, 2019).

De maneira geral, o SNC possui uma elevada taxa metabdlica sendo
particularmente sensivel aos danos causados pelos radicais livres, especialmente as
espécies reativas de oxigénio (ERO) (RAMIREZ-EXPOSITO; MARTINEZ-MARTOS,
2019). No GB, os elevados niveis basais de ERO no interior das células reagem com
macromoléculas desencadeando danos aos lipideos, proteinas e DNA, favorecendo
assim a progressao tumoral (ILLAN-CABEZA et al., 2013). Neste contexto, novos
tratamentos capazes de modular o estado redox poderiam reduzir os danos
causados pelo estresse oxidativo.

O acido galico (AG) é um potente antioxidante amplamente encontrado em
produtos naturais e tem sido extensivamente estudado como agente anti-inflamatério
e antitumoral (HSU et al., 2016; KAHKESHANI et al., 2019). Diversos estudos tém
reportado a atividade citototdxica do AG sobre linhagens de GB humano (LU et al.,
2010; PAOLINI et al., 2015; HSU et al., 2016), no entanto ndo ha dados disponiveis
na literatura descrevendo o seu papel na regulagdo do estresse oxidativo no
microambiente tumoral. Neste sentido, o presente estudo visou investigar o efeito do
AG na modulagéo do estado redox em modelo pré-clinico de GB.

2. METODOLOGIA

2.1 Animais

Ratos Wistar machos com 60 dias de idade (320-370 g, n=20) foram utilizados
para realizacdo do protocolo pré-clinico de GB. Todos os procedimentos envolvendo
animais foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFPel, sob o numero de protocolo CEEA 31292-2018.
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2.1. Protocolo pré-clinico de GB

A linhagem de glioma C6 foi cultivada em meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino e mantida em estufa a 37 °C com atmosfera
umidificada e 5% de CO,. Apds a tingir a confluéncia de 90%, as células foram
injetadas no estriado dos animais (coordenadas em relagdo ao bregma, 3,0 mm
lateral, 0,5 posterior e 6,0 mm de profundidade). Os ratos foram pré-anestesiados
com administracédo intraperitoneal (i.p.) de cetamina e xilazina. Cinco dias apds a
implantacdo do GB, os animais foram divididos em quatro grupos: (1) Controle
(tratado com agua), (2) GB (tratado com agua), (3) GB + AG (tratado com 50
mg/kg/dia) e (4) GB + AG (tratado com 100 mg/kg/dia). O tratamento foi
administrado intragastricamente por 15 dias. Apds 21 dias da implantagédo do tumor,
0s animais foram eutanasiados e o cérebro total foi removido para determinacao dos
parametros de estresse oxidativo.

2.3. Avaliacao dos parametros de estresse oxidativo

Para determinacdo dos parametros de estresse oxidativo, o tecido cerebral foi
homogeneizado em tampao fosfato de sédio 20 mM contendo 140 mM de KCI (pH
7,4), centrifugado e o sobrenadante foi utilizado para avaliar os niveis de ERO (ALI
et al., 1992), espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (ESTERBAUER;
CHEESEMAN, 1990), o conteudo tidlico total (SH) (AKSENOV; MARKESBERY,
2001) e a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) (MISRA;
FRIDOVICH, 1972) e catalase (CAT) (AEBI, 1984).

2.4. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médiazerro padrdo e analisados por ANOVA
de uma via seguida do post-hoc de Tukey. A diferenga entre os grupos foi
considerada significativa quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme demonstrado na Figura 1A-B, os animais do grupo GB exibiram um
aumento significativo nos niveis de ERO (P<0,0001) e TBARS (P<0,05) quando
comparado ao grupo controle. Diversas hallmarks do cancer, tais como proliferagao
descontrolada e angiogénese sdo promovidas pelo aumento dos niveis de ERO
(RAMIREZ-EXPOSITO; MARTINEZ-MARTOS, 2019). O GB é caracterizado por
exibir elevadas quantidades de ERO intracelularmente, como anion superéxido (O,~)
e peroxido de hidrogénio (H,O,) favorecendo o desenvolvimento de um
microambiente oxidativo. Assim, a propagacdo de tais radicais livres pode
desencadear a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares, bem como a
oxidagdo de proteinas (ILLAN-CABEZA et al.,, 2013). No presente estudo, o
tratamento com AG foi capaz de impedir significativamente o aumento dos niveis de
ERO (P<0,0001) e TBARS (P<0,01), assim como prevenir a redu¢ao de SH (P<0,05)
(Figura 1C) promovida pelo GB.

Quanto as enzimas antioxidantes SOD e CAT, pode-se observar que o grupo
GB diminuiu significativamente a atividade das mesmas (P<0,0001 e P<0,001,
respectivamente), sendo essa alteragdo inibida pelo AG (P<0,01 e P<0,01,
respectivamente) em ambas as doses avaliadas (Figura 1D-E).
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Figura 1. Efeitos do acido galico em parametros de estresse oxidativo em cérebro de
ratos submetidos ao modelo pré-clinico de glioblastoma. Espécies reativas de
oxigénio (ERO) (A); substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (B);
conteudo tidlico total (SH) (C) e atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD)
(D) e catalase (CAT) (E). #### Estatisticamente diferente do grupo controle (P<0,05;
P<0,001 e P<0,0001; respectivamente). *"" Estatisticamente diferente do grupo GB
(P<0,05; P<0,001 e P<0,0001; respectivamente)

As enzimas antioxidantes desempenham importante papel na remocido de
radicais livres em excesso (RAMIREZ-EXPOSITO; MARTINEZ-MARTOS). A enzima
SOD consiste na primeira linha de defesa antioxidante enzimatica, a qual metaboliza
o O,- em H,O, e oxigénio molecular. No entanto, o acumulo de H,O, no tecido
cerebral € amplamente toxico, assim, visando prevenir este fenbmeno, a enzima
CAT atua detoxificando H,O, e consequentemente reduzindo os danos induzidos
pelos radicais livres (ILLAN-CABEZA et al., 2013). Diante dos resultados
encontrados, sugere-se que o potencial antioxidante do AG pode reduzir os danos
oxidativos presentes no microambiente tumoral.

4. CONCLUSOES

No presente estudo o AG foi capaz de prevenir os danos promovidos pelo
estresse oxidativo presente no microambiente tumoral de ratos submetidos ao
modelo pré-clinico de GB. Tais resultados estimulam a investigacdo do potencial
antioxidante do AG sobre a carcinogénese, visando auxiliar na busca por novas
ferramentas capazes de proporcionar melhor prognéstico para os pacientes
acometidos pelo GB.
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