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1. INTRODUGCAO

Estresse oxidativo (EO) pode ser definido como um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, resultando em alteragdes na
sinalizagdo e regulagdo redox e/ou a danos moleculares (SIES, 2015). Entre os
agentes oxidantes, destacam-se as espécies reativas de oxigénio (ERO), como
peroxido de hidrogénio (H,0O,), radical hidroxila (*OH) e anion superoxido (O:*")
(LIU et al., 2022). Entre os agentes antioxidantes, encontram-se as enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), responsaveis, respectivamente,
por converter o Oz~ em H:0: e oxigénio (O:) e degradar H.O. em agua e O (LIU
et al., 2022).

Os danos moleculares, como aqueles causados ao DNA por moléculas como
o *OH, se nédo reparados, podem levar a transformagdes malignas nas células
(SALEH et al., 2023). Ja as alteragdes na sinalizagédo e regulacédo redox podem
favorecer a proliferagcdo, sobrevivéncia e migragao de células tumorais (SALEH et
al., 2023). Sendo assim, o EO esta associado tanto a carcinogénese quanto ao
desenvolvimento tumoral (SALEH et al., 2023).

Essa condicdo é particularmente relevante no contexto dos canceres que
acometem o sistema nervoso central (SNC), o qual apresenta alta vulnerabilidade
a processos oxidativos devido ao elevado consumo de oxigénio (LIU et al., 2022).
Entre esses canceres, destaca-se o glioblastoma (GBM), glioma mais comum e
agressivo do SNC (OSTROM et al., 2023). Apesar das alternativas terapéuticas
atualmente propostas, estima-se que apenas 6,9% dos pacientes diagnosticados
sobrevivem por cinco anos ou mais apés o diagnéstico (OSTROM et al., 2023).
Diante disso, a busca por alternativas terapéuticas frente a essa doencga torna-se
extremamente relevante.

Nesse sentido, destacam-se os frutos amarelos de Psidium cattleianum
(araga). Em estudos preliminares, esses frutos ja demonstraram potencial agéao
antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral (MEDINA et al., 2011,
MCCOOK-RUSSELL et al., 2012; MORAES et al., 2023). No entanto, ndo ha
evidéncias sobre o impacto do araga amarelo no EO em modelos de glioma.
Assim, o presente estudo tem como objetivo investigar o efeito do extrato
hidroalcoodlico de araga amarelo (EHA) sobre parédmetros de EO em linhagens de
glioma C6 e US7TMG.

2. METODOLOGIA
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O EHA foi preparado segundo RAMOS et al. (2020). As linhagens de glioma
de rato (C6) e humano (U87MG) foram obtidas da American Type Culture
Collection, e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino. As células foram semeadas em placas de 6 ou 96 pocos, nas densidades
de 3x10° ou 5x10° células por pogo, respectivamente, e mantidas em condigdes
padrao de cultivo celular (5% CO2, temperatura a 37°C e atmosfera umidificada).
Aposs, as mesmas foram expostas a concentragdes crescentes de EHA (500, 750,
1000, 1500 e 2000 pg/mL) por 48 h. Células nao tratadas foram utilizadas como
controle.

Apos o periodo de tratamento, as amostras foram preparadas de acordo com
SIMOES et al. (2024). Os niveis de ERO foram determinados segundo a
metodologia previamente descrita por DOS SANTOS et al. (2017). As atividades
das enzimas CAT e SOD foram avaliadas conforme AEBI (1984) e MISRA &
FRIDOVICH (1972), respectivamente.

Os dados foram obtidos em triplicata e analisados por ANOVA de uma via,
seguida do teste post-hoc de Tukey. A diferenga entre os grupos foi considerada
significativa quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sugerem que o efeito do EHA foi similar em ambas as
linhagens (Figuras 1 e 2). O tratamento reduziu os niveis de ERO em todas as
concentragbes testadas, com reducgédo entre 33,8% e 55,5% na linhagem C6
(Figura 1A) e entre 51,5% e 76% na linhagem U87MG (Figura 2A), em relacao
ao controle. A atividade da CAT foi reduzida significativamente nas concentragdes
de 1000 a 2000 pg/mL na linhagem de rato (28,2% a 33,9%) (Figura 1C) e na
maior concentracdo na linhagem humana (48%) (Figura 2C). Nao foram
detectadas alteragcbes significativas na atividade da SOD em nenhuma das
linhagens (Figuras 1B e 2B).
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Figura 1. Efeito do EHA sobre parametros de EO na linhagem C6: (A) niveis de
ERO; (B) atividade da SOD; (C) atividade da CAT. Dados expressos como média
t erro-padrao, analisados por ANOVA de uma via, seguida de post-hoc de Tukey.
* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001, indicando diferenga significativa

em relacao ao controle.

Em suma, os dados sugerem que, em ambas as linhagens, o tratamento
com EHA promoveu reducdo significativa nos niveis de ERO, sem alterar a
atividade da SOD e com redugao da atividade da CAT. ERO é um conceito amplo,
englobando radicais livres derivados de O:. e alguns derivados nao radicais,
incluindo H:O. (LIU et al., 2022). No presente estudo, os niveis de ERO foram
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avaliados pelo teste de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), que detecta oxidantes
tanto nas mitocondrias quanto no citosol das células (KUZNETSQV et al., 2011).
Embora nao diferencie as ERO e seja mais sensivel ao H.O:. do que a radicais
livres, trata-se de um método amplamente empregado, pois o H.O: participa da
reagcdao de Fenton, gerando *OH, que pode oxidar proteinas, lipidios e DNA
(KUZNETSOQV et al., 2011; MCMANUS et al., 2014; LIU et al., 2022).
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Figura 2. Efeito do EHA sobre parametros de EO na linhagem U87MG: (A) niveis
de ERO; (B) atividade da SOD; (C) atividade da CAT. Dados expressos como
média + erro-padrao, analisados por ANOVA de uma via, seguida de post-hoc de
Tukey. * P<0,05, *** P<0,001, **** P<0,0001, indicando diferenca significativa em
relacdo ao controle.

Diante disso, a reducao observada nos niveis de ERO possivelmente reflete
menor H:0. intracelular, sem alteragdo da SOD, o que pode sugerir que a
conversao de O:» em H.0O. nao foi afetada. No entanto, € importante considerar
que o método utilizado para detecgao da SOD ¢ inespecifico e, devido ao preparo
das amostras, provavelmente refletiu predominantemente a atividade da isoforma
citosolica, SOD1 (MISRA & FRIDOVICH, 1972). Logo, uma hipétese alternativa é
que a atividade da isoforma mitocondrial, SOD2, possa ter aumentado, mas nao
ter sido detectada, contribuindo para a dismutagao do O.*". Essa interpretacéo é
consistente com estudos que relatam aumento da atividade ou expressao de
SOD2 sem alteragdes correspondentes na SOD1 (JIA et al., 2015; KUSACZUK et
al. 2022). Em relagdo a CAT, a redugdo observada neste estudo sugere que
outros sistemas antioxidantes, como a glutationa peroxidase (GPx), podem estar
compensando a degradacgéo do H:O..

Assim, apesar das evidéncias de reducao de ERO, nao é possivel inferir de
forma conclusiva os efeitos do EHA sobre o EO no contexto do GBM.
Investigagdes adicionais sdo necessarias, incluindo a analise da atividade de GPx
e da expressao de SOD, CAT e GPx, com atencao as isoformas mitocondriais.

4. CONCLUSOES

O tratamento com EHA promoveu redugéao significativa dos niveis de ERO
em linhagens de glioma C6 e U87MG, sem alterar a atividade da SOD e com
reducdo da CAT. Este € o primeiro estudo a investigar o efeito do EHA sobre
parametros de EO em modelos de GBM. Embora diferentes hipéteses possam
explicar a reducédo de ERO, os dados obtidos ndo permitem inferir conclusées
definitivas. Diante disso, mais estudos sao necessarios a fim de elucidar os
mecanismos envolvidos.
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