4~ 92 SEMANA , , )
INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
' UEPEILS2023

EXTRATO DE AMORA-PRETA MODULA PAREMENTROS OXIDATIVOS
ENVOLVIDOS NO ESTABELECIMENTO E PROGRESSAO DO GLIOBLASTOMA:
ESTUDO IN VITRO EM LINHAGEM DE RATO C6

LARISSA MENEZES DA SILVEIRA?; JULIANE TORCHELSEN SARAIVA?;
NATHALIA STARK PEDRA?; GIULIA BUENO DE OLIVEIRA DA SILVA% MAYARA
SANDRIELLY SOARES DE AGUIAR®; FRANCIELI MORO STEFANELLQO®

lUniversidade Federal de Pelotas — larissamenezes1999@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — julianetorchelsen@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — nathaliastark@hotmail.com
4Universidade Federal de Pelotas - giuliadasilvas2002@gmail.com
SUniversidade Federal do Ceard — mspereirasoares@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — fmstefanello@gmail.com

1. INTRODUCAO

O glioblastoma (GBM) é um tumor extremamente agressivo que afeta o
sistema nervoso central (SNC), com incidéncia mundial baixa, mas que cresce
conforme o avancar da idade (HANIF et al., 2017). O GBM é classificado de acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um glioma astrocitico difuso
IDH-tipo selvagem, de grau 4 (CHEN et al., 2022), devido a caracteristicas como
elevada atividade mitética e capacidade de angiogénese, quimiorresisténcia,
heterogeneidade e padrdes infiltrativos (UDDIN et al., 2020).

Atualmente, o GBM conta com uma abordagem terapéutica multimodal,
incluindo ressecc¢do cirdrgica, aplicacdo de radioterapia e quimioterapia com a
utilizacdo do farmaco temozolomida (TMZ) (OU et al., 2021). Entretanto, diversas
vezes o tratamento convencional se torna ineficaz, uma vez que o GBM comumente
adquiri resisténcia ao TMZ devido a alteracdo na expressao de proteinas alquilantes,
enzimas de reparo do DNA e nas vias de sinalizacéo celular (XU et al., 2022).

Assim, a busca por novas alternativas terapéuticas tem sido amplamente
investigada. Neste contexto, destacam-se as frutas vermelhas, como a amora-preta
(Rubus sp.), que apresenta composi¢do rica em variados fitoquimicos do tipo
fendlicos os quais lhe conferem elevada atividade biolégica, em especial as
antocianinas, potentes antioxidantes responsaveis pela cor caracteristica do fruto
(COSME et al., 2022). Diversos estudos ja relataram o potencial antioxidante e
anticancerigeno de compostos polifenélicos derivados de frutas, como o extrato de
amora, via mecanismos epigenéticos no cancer colorretal humano (TATAR et al.,
2021), efeito antioxidante preventivo em danos associados a neuroinflamacao
(SOARES et al, 2021) e ainda como moduladores da resposta imune
(DOMINGUEZ-AVILA et al., 2022). Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo analisar o efeito do extrato metanolico de amora-preta sobre parametros de
estresse oxidativo em células da linhagem de glioblastoma C6.

2. METODOLOGIA
2.1 Cultivo glioma C6
As células de glioma de rato C6 foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) (Rockville, MD, EUA). As células foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e entdo mantidas em estufa a 37°C contendo 5% de CO..
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2.2 Tratamento com extrato de amora-preta

O extrato de frutos de amora-preta foi preparado utilizando a metodologia
descrita por Chaves et al. (2020). Inicialmente, o extrato foi dissolvido em agua
estéril na concentracdo de 10000 pg/mL (solucdo estoque) e entdo diluido em
DMEM com 10% SFB para obter as concentracdes de 500, 750, 1000, 1500 e 2000
pug/mL. Apos as células de linhagem C6 foram semeadas em placas de 6 po¢cos em
uma densidade de 3x10° e tratadas com extrato de amora nas concentracdes de
500, 750, 1000, 1500 e 2000 pg/mL por 72 h. Células expostas somente ao meio
DMEM foram consideradas controle.

2.3 Analise de parametros de estresse oxidativo

Apoés o tratamento com o extrato de amora, as células de glioma C6 foram
lavadas 2 vezes com agua destilada e o lisado preparado manualmente com o
auxilio de um raspador de células. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 1000 rpm
por 10 minutos. O pellet descartado e o sobrenadante utilizado para determinagéo
dos parametros de estresse oxidativo.

2.4 Determinacao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Este método € baseado na oxidacdo do diacetato de 2,7-dicloro-dihidro-
fluoresceina (DCFH-DA) em diclorofluoresceina (DCF), conforme descrito por Ali et
al. (1992), usando células intactas.

2.5 Conteudo total de sulfidrila (SH)

O teor de sulfidrila foi determinado conforme descrito por Aksenov &
Markesbery (2001), usando 5,5'-ditio-bis- (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB). Na
presenca de tidis, o DTNB é reduzido, formando um dissulfeto oxidado e o derivado
amarelo TNB. Os resultados sao expressos em porcentagem do valor de controle.

2.6 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi analisada em amostras de soro utilizando 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, conforme Habig et al. (1974). A atividade de
GST foi expressa em porcentagem do valor de controle.

2.7 Atividade da superdéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada avaliando a inibicdo da autooxidacéo da
adrenalina dependente de superéxido (Misra & Fridovich, 1972). Os resultados séo
relatados como uma porcentagem do controle.

2.8 Atividade da catalase (CAT)

Este método é baseado na capacidade do CAT de decompor H202, que foi
monitorada por 3 min (Aebi, 1984). A atividade de CAT foi expressa como uma
percentagem do valor de controle.

2.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida do teste de
Tukey. Foi considerada diferenca significativa quando P<0,05. Os dados foram
expressos com média + erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi observada uma reducéo na producédo de EROS em todas as
concentracdes testadas, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 pg/mL, de respectivamente
52,86%, 46,55%, 56,39%, 49,59% e 56,96% quando comparado ao grupo controle
(Figura 1A). Ainda, observou-se uma elevacdo do contetdo total de sulfidrilas nas
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concentracbes de 1500 e 2000 pg/mL, em 75,62% e 117,62% respectivamente
guando comparado ao grupo controle (Figura 1B).
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Figura 1. Efeito do tratamento com extrato de amora-preta (500-2000 pg/mL) em células de glioma
C6, ap0s 72h de exposicdo. (A) Espécies reativas de oxigénio - EROS; (B) Sulfidrilas - teor de SH.
Dados estédo expressos com percentagem do controle. **P<0,01; *** P<0,001.

O nivel de EROS é um importante indicador analisado em células
cancerigenas, uma vez que ja € conhecido seu papel na estabilidade celular, bem
como a correlacdo entre a geracdo dessas espécies e a progressao tumoral. No
GBM, a producdo dessas espécies é alta e esta correlacionada com alteracdes no
ciclo celular, progressao tumoral e resisténcia a drogas (OLIVIER et al., 2021). Logo,
o controle e reducdo das EROS em neoplasias ja estabelecidas se mostra de grande
importancia. Por sua vez, a elevacao do teor de sulfidrilas € um indicador indireto de
estabilidade proteica (TRIVEDI et al., 2009), portanto, sugere-se que o tratamento
preserve a funcionalidade de proteinas, como as enzimas, as quais comumente
sofrem danos devido a acao das EROS.

Em concordancia, ao avaliarmos a atividade de enzimas antioxidantes,
observou-se uma elevacdo de atividade para todas as enzimas testadas nas
concentracbes de 1000, 1500 e 2000 pg/mL, para a enzima GST em 100,8%,
110,4% e 173,4%, para SOD em 27,36%, 34,71% e 103,7%, e por fim para CAT em
203,4%, 192,2%, e 181,9%, quando comparado ao grupo controle (Figura 2 A-C). O
aumento da atividade das enzimas antioxidantes possivelmente contribuiu para a
diminuicdo dos niveis de EROS, visto que estas atuam de forma sequencial na
inativacao dos radicais superéxido (Oz2~) e perdxido de hidrogénio (H202) (CHENG et
al., 2021).
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Figura 2. Efeito do tratamento com extrato de amora-preta (500-2000 pg/mL) em células de glioma
C6, ap0s 72h de exposigdo. Atividade (A) Glutationa S-transferase — GST; (B) Superdxido dismutase
— SOD; (C) Catalase — CAT Dados estdo expressos com percentagem do controle. **P<0,01; ***
P<0,001
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4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, observamos o potencial de interferéncia do
extrato de amora-preta em diferentes parametros envolvidos no estabelecimento e
progressdo do GBM. Tais dados evidenciam as caracteristicas promissoras do
extrato de amora-preta, suportando estudos futuros que aprofundem seus
mecanismos de acao e assim amparem sua utilizagao terapéutica.
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