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Resumo 
 
BONA, Natália Pontes. Investigação da atividade antiglioma do ácido tânico: estudos 
in vitro e pré-clínico. 2019. Nº 66f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós- 
Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas. 

 
O câncer é um conjunto de doenças que apresentam um crescimento celular 
desordenado invadindo tecidos e órgãos, e assim possibilitam a migração de células 
para outras regiões do corpo. Dentre os diversos tipos de cânceres está o glioblastoma 
(GBM), tumor mais comum e agressivo que acomete o Sistema Nervoso Central 
(SNC), cujo tratamento é multimodal sendo realizada cirurgia seguida de radioterapia 
e quimioterapia com temozolomida (TMZ). Considerando que o GBM apresenta uma 
alta capacidade infiltrativa, elevada taxa de proliferação e quimiorresistência ao TMZ, 
é necessária a busca por novas alternativas terapêuticas para um melhor prognóstico 
dos pacientes. O ácido tânico (AT) é um polifenol com atividade antioxidante, 
antimicrobiana e antiproliferativa. Neste trabalho avaliamos in vitro a atividade 
antitumoral e antioxidante do AT frente a células de GBM e sua citotoxicidade em 
relação a cultura primária de astrócitos. As células foram expostas a diferentes 
concentrações de AT (6,25 a 75 μM) durante 24, 48 e/ou 72 h. Além disso foram 
avaliadas a formação de colônias, migração e adesão celular, tipo de morte e o ciclo 
celular. Posteriormente, a ação do AT foi determinada em um modelo pré-clínico de 
GBM. Nesse protocolo, após implantação intracerebroventricular de células de GBM 
(C6), ratos Wistar receberam uma dose de 50 mg/kg/dia de AT, pela via intragástrica, 
durante 15 dias. Nossos resultados demonstraram que o AT apresentou uma 
importante ação antiglioma in vitro, induzindo morte celular por apoptose e parada do 
ciclo celular, reduzindo a formação e o tamanho das colônias, a migração e adesão 
celular, além de demonstrar um efeito antioxidante. Já no efeito antiglioma in vivo, 
pode-se observar que o AT diminuiu o volume do tumor em 55% acompanhado de um 
aumento na área de necrose intratumoral e infiltração de linfócitos, sem causar danos 
sistêmicos. Assim, o AT pode ser considerado um promissor agente na terapêutica 
para o GBM. 

 

Palavras-chave: câncer; glioblastoma; ácido tânico; seletividade; modelo pré- 
clínico 



Abstract 
 

 

BONA, Natália Pontes. Investigation of tannic acid antiglioma activity: in vitro and 
preclinical studies. 2019. Nº 66f. Dissertation (Master degree) - Post-graduation 
Program in Biochemistry and Bioprospecting. Federal University of Pelotas. 

 
Cancer is a set of diseases that present a disordered cell growth invading tissues and 
organs, and thus enable the migration of cells to other regions of the body. Among the 
various types of cancer is the glioblastoma (GBM), the most common and aggressive 
tumor that affects the Central Nervous System (CNS), whose treatment is multimodal 
and surgery followed by radiotherapy and chemotherapy with temozolomide (TMZ). 
Considering that the GBM presents a high infiltrative capacity, high proliferation rate 
and chemoresistance to TMZ, it is necessary to search for new therapeutic alternatives 
for a better prognosis of the patients. Tannic acid (TA), is a polyphenol with antioxidant, 
antimicrobial and antiproliferative activity. In this work, we evaluated in vitro the 
antitumor and antioxidant activity of TA against GBM cells and their cytotoxicity in 
relation to primary astrocyte cells. Cells were exposed to different TA concentrations 
(6.25 to 75 μM) for 24, 48 and / or 72 h. In addition, the formation of colonies, migration 
and cell adhesion, type of death and cell cycle were evaluated. Subsequently, the 
action of TA was determined in a preclinical GBM model. In this protocol, after 
intracerebroventricular implantation of C6 GBM cells, Wistar rats received a dose of 
50 mg/kg/day of TA through the intragastric route for 15 days. Our results 
demonstrated that TA showed an important antiglioma action in vitro, inducing cell 
death by apoptosis and cell cycle arrest, reducing formation and size of colonies, 
migration and cell adhesion, and demonstrating an important antioxidant effect. In the 
antiglioma effect in vivo, it is possible to observe that TA decreased tumor volume by 
55%, accompanied by an increase in the area of intratumoral necrosis and lymphocyte 
infiltration, without causing systemic damage. Thus, TA can be considered a promising 
agent in the therapy for GBM. 

 
Keywords: cancer; glioblastoma; tannic acid; selectivity; preclinical model 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
O câncer é caracterizado por apresentar um acúmulo gradual de mutações 

genéticas que consequentemente vão aumentar a proliferação celular (TOMASETTI 

et al., 2017). É considerado um problema de saúde pública mundial e a principal causa 

de morte na população, além de ser uma barreira importante para o aumento da 

expectativa de vida nos países no século XXI (BRAY et al., 2018). Devido ao 

diagnóstico tardio, as alternativas terapêuticas são limitadas. Com isso, a busca de 

novas alternativas para o tratamento da doença vem ganhando força e apresentam 

como principal objetivo uma melhoria nos efeitos adversos e na qualidade de vida dos 

pacientes (LOPÉZ-GÓMEZ et al., 2013). 

Os gliomas são tumores cerebrais primários, subdivididos conforme sua célula 

de origem (AGNIHOTRI et al., 2013). O glioblastoma (GBM) representa a forma mais 

devastadora e comum de tumor do sistema nervoso central (SNC) em adultos, sendo 

um dos cânceres menos susceptíveis aos tratamentos disponibilizados (CARAGHER 

et al., 2019). Pacientes acometidos com GBM apresentam uma sobrevida média de 

aproximadamente 14 a 15 meses após o diagnóstico (THAKKAR et al., 2014). É o 

tumor cerebral com maior incidência na população e também de maior letalidade, 

possuindo uma baixa capacidade de metástase, entretanto grande capacidade de 

infiltração através do tecido cerebral (VAN MEIR et al., 2010). Atualmente, o 

tratamento aplicado é considerado multimodal, onde é realizada a cirurgia quando 

possível, seguida de radioterapia e quimioterapia (MRUGALA, 2013). O 

quimioterápico padrão utilizado na terapêutica do GBM é o temozolomida (TMZ), que 

depois de diversos estudos foi o único fármaco capaz de alterar a sobrevida dos 

pacientes (GROSSMAN, 2016). No entanto, a eficácia dessas estratégias terapêuticas 

é limitada fazendo com que o prognóstico dos pacientes permaneça insatisfatório, 

sendo a quimioresistência a principal barreira ao sucesso do tratamento. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), para suprir as necessidades 

básicas de saúde mais de 80% da população prioriza os medicamentos oriundos de 

produtos naturais. Além disso, no tratamento do câncer, 75% dos fármacos 

descobertos e aprovados são produtos naturais ou derivados deles (CRAGG, 2016). 

O ácido tânico (AT) é um tanino hidrolisável encontrado em diversos alimentos 

como a uva, vinho tinto, café, chá verde, chá preto entre outros (CHUNG et al., 1998). 
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Estudos relatam que esse composto exerce diversas atividades biológicas, como 

antioxidante (LOPES et al., 1999), antitumoral (SAHINER et al. 2015), antimicrobiana 

e antiviral (BUZZINI et al., 2008) e ainda apresenta efeitos protetores contra várias 

doenças e danos atuando principalmente como agente anti-inflamatório 

(PERELSHTEIN et al., 2014). 

Tendo em vista o alto índice de mortalidade dos pacientes acometidos pelo 

GBM e a falta de eficiência nos tratamentos disponibilizados, o AT apresenta-se como 

um promissor composto para auxiliar na terapêutica do glioblastoma, podendo 

oferecer uma melhoria no prognóstico dos pacientes. 
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2 OBJETIVO 

 
 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito antitumoral do AT in vitro e em modelo pré-clínico de 

glioblastoma. 

 

 Objetivos Específicos 

• Avaliar a atividade citotóxica in vitro do AT sobre linhagem de glioma de rato 

(C6) e cultivo primário de astrócitos através dos testes do MTT e Sulforodamina 

B; 

• Avaliar a atividade in vitro do AT sobre linhagem de glioma de rato (C6) sobre 

a formação de colônias, migração, adesão, tipo de morte e ciclo celular; 

• Avaliar marcadores de estresse oxidativo in vitro sobre linhagem de glioma de 

rato (C6) exposta ao AT; 

• Avaliar do efeito antiglioma do AT, através da análise histopatológica, frente a 

um modelo pré-clínico de GBM; 

• Avaliar a toxicidade do AT, através de análise dos parâmetros bioquímicos 

séricos, no modelo pré-clínico de GBM. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 Câncer 

O câncer pode ser descrito como sendo um conjunto de diversas doenças que 

apresentam um crescimento desordenado de células, podendo invadir órgãos e 

tecidos adjacentes. As células cancerígenas são caracterizadas por apresentarem 

uma divisão rápida, agressiva e incontrolável, dando origem a tumores e podendo se 

espalhar para outras regiões do corpo (INCA, 2018). As células cancerosas 

reproduzem-se postergando os limites normais da divisão celular e acabam invadindo 

e colonizando regiões que são normalmente destinadas a outros tipos celulares 

(ALBERTS et al., 2010). 

Nos últimos anos, o câncer é um dos maiores problemas de saúde pública que 

atinge a população, principalmente nos países em desenvolvimento, onde se espera 

que nas próximas décadas, o impacto na população seja de aproximadamente 80% 

dos mais de 20 milhões de casos novos que são estimados até o ano de 2025 

(STEWART e WILD, 2014). É considerado a segunda principal causa de morte no 

mundo e eram estimados para 2018 uma representação de 9,6 milhões de casos de 

morte. Os cânceres que mais acometem a população masculina são os de pulmão, 

próstata, colorretal, estômago e fígado, enquanto os que mais acometem a população 

feminina são os de mama, colorretal, pulmão, colo do útero e o de tireoide (WHO, 

2018). 

No Brasil, entre 2018 e 2019, a estimativa indica a ocorrência de 600 mil novos 

casos de câncer, para cada ano. Com exceção do câncer de pele não melanoma, o 

qual a estimativa é de aproximadamente 170 mil novos casos, ocorrerão em torno de 

420 mil casos novos de câncer. O câncer de próstata em homens e de mama em 

mulheres serão os mais frequentes (INCA, 2018). No entanto, tumores do SNC estão 

entre os 10 tipos de cânceres mais frequentes no Brasil para o biênio de 2018-2019 

(INCA 2018). 

Os tratamentos atuais são intervenções cirúrgicas, o uso de quimioterápicos e 

a radioterapia. Porém o tipo de tratamento é planejado a partir da detecção do tipo 

tumoral, estágio e terapias utilizadas para o mesmo. As terapias paliativas, que são 

consideradas primordiais, também são utilizadas, visando uma melhora na qualidade 

de vida do paciente e de suas famílias (WHO, 2018). 
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 Gliomas 

Os gliomas são considerados os tipos mais frequentes de tumores primários 

do SNC, englobando uma grande variedade de tipos tumorais e de características 

histológicas de malignidade. A origem celular dos gliomas ainda é desconhecida, 

porém estudos sugerem que se inicie em células estaminais ou progenitoras neurais 

neoplasicamente transformadas. Porém, a classificação histológica de gliomas é 

baseada essencialmente nas semelhanças morfológicas das células tumorais com 

células gliais não neoplásicas e a presença de características arquitetônicas 

determinadas (RIEMENSCHNEIDER et al., 2010). São caracterizados por 

apresentarem um crescimento infiltrativo extenso, neurovascularização e resistência 

a diversas terapias combinadas (MA et al., 2018). Além de apresentarem baixas taxas 

de incidência e altas taxas de mortalidade (LENTING et al., 2017). 

No contexto mundial, os gliomas representam cerca de 30% de todos os 

tumores do SNC diagnosticados nos Estados Unidos e 81% dos tumores malignos do 

SNC em adultos jovens. Sendo o glioblastoma responsável pela maioria dos gliomas, 

representando 54,4% de todos os gliomas presentes no SNC. Quanto ao gênero, a 

taxa de incidência dos gliomas é bem maior em homens (7,14 por 100.000 pessoas) 

do que em mulheres (5,06 por 100.000 pessoas) (OSTROM et al., 2013). Os gliomas 

malignos podem se desenvolver em qualquer idade, porém apresentam o seu pico de 

incidência em pacientes entre 50 e 60 anos (STUPP et al., 2010). No Brasil, para o 

biênio de 2018-2019, a estimativa de tumores do SNC é de 5.810 novos casos em 

homens e 5.510 casos em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 5,62 

casos novos a cada 100 mil homens e 5,17 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2018). 

Os gliomas foram inicialmente classificados, segundo a OMS, em diferentes 

grupos, levando em consideração parâmetros como: a localização tumoral, o tipo 

celular e o seu grau de malignidade (LOUIS et al., 2007). Porém em 2016, houve uma 

reclassificação dos tumores do SNC, nessa foram adicionadas neoplasias recém 

conhecidas e excluídas as entidades variantes e padrões que já não teriam mais tanta 

importância diagnóstica e/ou biológica. Também foram utilizados, pela primeira vez, 

parâmetros moleculares, sendo possível assim, a elaboração de diagnósticos de 

tumores do SNC estruturados na era molecular (LOUIS et al., 2016). 

Segundo a OMS, em 2007, a classificação dos gliomas quanto a sua histologia 

compreendia o agrupamento de todos os tumores astrocíticos. Todavia, na nova 
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classificação, conforme a Figura 1, são agrupados todos os gliomas difusamente 

infiltrantes, tanto os astrocitários quanto os oligodendrogliais, baseando-se não 

apenas no seu padrão e comportamento de crescimento, mas também mais 

incisivamente nas suas características genéticas compartilhadas nos genes isocitrato 

desidrogenase (IDH) 1 e 2 (LOUIS et al., 2016). 

Os gliomas ainda foram classificados, pela OMS, quanto ao seu grau de 

malignidade celular (LOUIS et al., 2007). Os tumores classificados como de grau I, 

são considerados histologicamente benignos e podem ser curados através de 

ressecção cirúrgica e na sua maioria as crianças são as mais atingidas. Já os tumores 

presentes em adultos, são os infiltrativos e geralmente apresentam do grau II ao IV. 

Os tumores de grau II apresentam uma leve proliferação celular, possuindo um 

pleomorfismo celular moderado e tornam a ressecção cirúrgica mais difícil devido a 

sua capacidade de se infiltrar no cérebro circundante. Os tumores de grau III, por sua 

vez, têm um alto grau de proliferação, apresentam hipercelularidade e são malignos. 

Tumores que apresentam grau IV, como o GBM, são excepcionalmente agressivos e 

malignos, possuem um aumento da atividade mitótica, uma alta capacidade de 

angiogênese, além de apresentaram necrose e serem resistentes à quimioterapia 

(FANG et al., 2012). 

 

 

Figura 1 – Classificação dos gliomas (adaptado de LOUIS et al., 2016) 
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 Glioblastoma 

O GBM é o tumor cerebral mais comum e agressivo em adultos e continua 

sendo o menos tratável (CARAGHER et al., 2019). Os GBM são os tumores mais 

frequentes do SNC, responsáveis por aproximadamente 80% de todos os tumores 

malignos do cérebro (MESSALI et al., 2014). 

É considerado um astrocitoma (originado de astrócitos) de grau mais avançado 

ou de grau IV, sendo identificado como um tumor muito agressivo (MEIR et al., 2010). 

Esses tumores são caracterizados por possuírem uma população de células 

heterogêneas, que são geneticamente instáveis, além de apresentar uma grande 

capacidade de infiltração e angiogênese e alta resistência à quimioterapia (WEN et 

al., 2008). O GBM possui uma baixa capacidade de metástase, contudo apresenta 

uma grande habilidade de infiltração pelo tecido cerebral (MEIR et al., 2010). A gradual 

deterioração neurológica, em consequência do seu rápido crescimento e sua alta 

capacidade infiltrativa, leva os pacientes à morte em um curto intervalo de tempo (WU 

et al., 2013). 

O GBM pode manifestar-se em qualquer idade, porém seu pico de incidência é 

entre os 55 a 60 anos (OHGAKI; KLEIHUES, 2005). Além disso, a proporção de 

incidência é maior em homens do que em mulheres (THAKKAR et al., 2014). 

Representa 50% de todos os gliomas em todas as faixas etárias (ROCK et al., 2014). 

Ainda que exista uma variedade terapêutica mais avançada contra o GBM, o 

mesmo ainda permanece sendo uma doença com alto índice de mortalidade e com 

um prognóstico insatisfatório, conferindo aos pacientes uma sobrevida média de 

aproximadamente 14 a 15 meses após a realização do diagnóstico (THAKKAR et al., 

2014). Por mais que o GBM seja raro e com uma incidência global baixa (10 por 

100.000 pessoas), a problemática de apresentar um prognóstico extremamente ruim 

e uma baixa sobrevida, acaba tornando-o um problema fundamental de saúde pública 

(THAKKAR et al., 2014). 

Com o objetivo de aperfeiçoar o diagnóstico e tratamento dos pacientes, a 

caracterização de perfis moleculares de tumores cerebrais vem sendo utilizada 

(JANSEN et al., 2010). Através das características histopatológicas e apresentação 

clínica, os gliomas malignos são classificados e divididos em subtipos. O GBM é 

considerado o mais comum e biologicamente agressivo (FURNARI et al., 2007) e é 

dividido em dois subtipos, caracterizando o tumor como primário ou secundário 
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(MAHER et al., 2006). O GBM primário já se manifesta clinicamente como um tumor 

de grau IV, já o GBM secundário evolui a partir dos tumores de menores graus, pode 

levar de 5 a 10 anos para atingir o maior grau (MAHER et al., 2006). Além disso com 

os contínuos e recentes avanços foi possível demonstrar correlatos dessas definições. 

O GBM primário é marcado por mutação e amplificação do gene do receptor do fator 

de crescimento epidérmico (EGFR), superexpressão do duplo minuto de 

camundongos 2 (MDM2), deleção do p16 e perda de heterozigosidade (LOH) do 

cromossomo 10q contendo fosfatase e homólogo da tensina (PTEN) e mutação do 

promotor telomerase transcriptase reversa (TERT). Já o GBM secundário é marcado 

por superexpressão do fator de crescimento derivado de plaquetas A (ALDAPE et al., 

2015). Com isso, a identificação dessas alterações moleculares auxilia em uma 

melhor visão para a melhoria de estratégias terapêuticas já existentes. 

 

 Sintomatologia, Diagnóstico e Sobrevida 

É possível observar em pacientes com tumores cerebrais primários, convulsões 

súbitas, ou uma apresentação subaguda, com sintomas focais ou não focais 

progressivos no transcorrer de algumas semanas a vários meses. Os pacientes com 

déficits neurológicos focais progressivos, provavelmente apresentam o crescimento 

de um tumor em uma região específica do cérebro. Já os sintomas não focais 

equivalem a vômitos, cefaleias, fadigas, alterações cognitivas, desequilíbrio, 

transtorno de humor e distúrbio da marcha. Os pacientes também podem apresentar 

um déficit neurológico agudo que se assemelha a um acidente vascular encefálico, 

porém esses sintomas aparecem com uma frequência bem menor (CHABNER; 

LONGO, 2015). Um outro sintoma desencadeado é o aumento da pressão 

intracraniana, que vai se dar devido a um aumento muito pequeno do volume do 

tumor, essa situação pode resultar em coma e morte (BEHIN et al., 2003). 

A avaliação laboratorial é realizada através da punção lombar, para que seja 

feita a análise do líquido cérebro espinhal, quando há uma suspeita de metástase para 

o SNC (CHABNER; LONGO, 2015). Exames de neuroimagem também são realizados 

através de tomografia computadorizada ou ressonância magnética. Outras 

alternativas são o uso de espectroscopia por ressonância magnética e a tomografia 

por emissão de pósitrons, as quais são úteis em situações específicas, como 
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orientação cirúrgica e para fazer a diferenciação entre tumor recorrente e necrose 

relacionada com o tratamento (CHABNER; LONGO, 2015). 

As melhores formas de avaliar o prognóstico do paciente são a idade, 

classificação histológica do tumor e estado do paciente (BEHIN et al., 2003). A 

sobrevida do paciente se dá conforme o grau de malignidade do tumor, nos de grau II 

a sobrevida é de 5 a 10 anos, nos de grau III de 2 a 3 anos, já nos de grau IV 

secundários de 9 a 15 meses e nos de grau IV primários de 9 a 12 meses. A sobrevida 

do paciente está diretamente relacionada com a agressividade do tumor (FURNARI et 

al., 2007). 

 

 Estresse Oxidativo no Desenvolvimento do Glioma 

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilíbrio entre a produção de 

radicais livres e metabólitos reativos (oxidantes ou espécies reativas de oxigênio – 

ERO) e sua eliminação pelos sistemas antioxidantes, que irão atuar de maneira 

protetiva. Esse desequilíbrio resultará em danos às biomoléculas e células 

(ĎURAČKOVÁ, 2010). As ERO são produzidas durante processos metabólicos 

intracelulares e compreendem o ânion superóxido (O2
•−), radical hidroxil (OH•) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (SOSA et al., 2013) dentre outras. Estudos sugerem 

que as células cancerígenas quando comparadas com as células normais, encontram- 

se sob um maior estresse oxidativo, pois apresentam um aumento da atividade 

metabólica, um mau funcionamento mitocondrial e, consequentemente, um aumento 

na produção de ERO (WU; KASSIE; MERSCH-SUNDERMANN, 2005). Além disso, 

essas espécies podem desempenhar papel de mensageiras nas vias de transdução 

de sinal celular, promovendo assim o crescimento e a proliferação celular, 

contribuindo para o desenvolvimento do câncer (BEHREND; HENDERSON; 

ZWACKA, 2003). 

No GBM ocorre um aumento nos níveis basais de ERO, que irão atuar como 

mediadores químicos regulando a transdução do sinal e protegendo as células 

malignas da apoptose. Com isso, alternativas terapêuticas com potencial antioxidante 

poderiam reduzir o estresse oxidativo, atuando na prevenção de danos celulares e na 

alta taxa de mutação acompanhada de uma instabilidade cromossômica, o que 

reduziria o ambiente imunossupressor (SALAZAR-RAMIRO et al., 2016). 
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Com isso, torna-se evidente que a regulação dos mecanismos de defesa de 

radicais livres celulares é de extrema importância, pois protege o organismo contra as 

lesões oxidativas. Eles incluem os sistemas enzimáticos antioxidantes como a 

catalase (CAT), a superóxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), que 

atuarão eliminando as ERO conferindo proteção ao organismo dos efeitos nocivos 

causados pelas mesmas (OZBEN, 2007). Em vista disso, a modulação nos 

mecanismos redox, vem sendo de extremo interesse na busca de novas terapêuticas 

para o câncer. 

 

 
 Tratamentos dos Gliomas 

A primeira abordagem terapêutica é a cirurgia e obtenção do tecido para um 

diagnóstico mais preciso. A ressecção do tumor é de valor prognóstico, podendo ser 

benéfica ao reduzir o tumor, contanto que não comprometa a função neurológica do 

paciente. Quando a ressecção não é viável, realiza-se uma biópsia estereotáxica de 

série (STUPP et al., 2014). A intervenção cirúrgica ainda é fundamental para o 

diagnóstico e prevenção dos sintomas do tumor. A neuroendoscopia e ressecção 

guiada por fluorescência, são técnicas novas de cirurgia que têm se tornado bastante 

importantes no tratamento dos gliomas (VAN MEIR et al., 2010). 

Posteriormente, o paciente é submetido à radioterapia, considerada tratamento 

padrão após a ressecção ou biópsia (STUPP et al., 2014). Por décadas a radioterapia 

vêm sendo fundamental no tratamento dos tumores cerebrais. Embora esse método 

ainda apresente efeitos indesejáveis, ele tem passado por constantes 

aperfeiçoamentos. Através de técnicas guiadas por imagem, há uma tentativa em 

focar o feixe de luz e adaptá-lo aos contornos irregulares dos tumores, permitindo 

assim que se minimize a exposição desse feixe para as estruturas adjacentes (VAN 

MEIR et al., 2010). 

O quimioterápico TMZ tem sido administrado concomitantemente com a 

radioterapia, sendo considerado o padrão atual de tratamento para pacientes de até 

70 anos de idade acometidos por GBM (STUPP et al., 2014). O TMZ é um agente 

alquilante de DNA conhecido por induzir parada no ciclo celular em G2/M e 

eventualmente levar a apoptose (ALONSO et al., 2007). É possível observar uma 

melhora significante na sobrevida dos pacientes tratados com TMZ, com uma média 

de 2 a 5 anos de sobrevivência. Inicialmente o TMZ é administrado por 7 dias 
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simultaneamente com a radioterapia, após a radiação são realizados 6 ciclos, que 

compreende 5 dias de administração do TMZ em um intervalo de 4 em 4 semanas 

(STUPP et al., 2014). Pacientes com GBM tendem a receber uma dose de 150 mg/m2 

por dia (LEE, 2016). Ainda que o tratamento com TMZ aumente a sobrevida média 

dos pacientes, existe um rápido desenvolvimento de resistência a esse quimioterápico 

(TIEK et al., 2018). 

Além das alternativas terapêuticas já mencionadas, estudos buscam por 

medicamentos que bloqueiem uma ou mais vias de proliferação que estão alteradas, 

como por exemplo, o anticorpo bevacizumabe, que tem ação anti-angiogênica. Porém 

esses tratamentos ainda são considerados paliativos, mesmo sendo combinados com 

a cirurgia seguida de radioterapia e quimioterapia (BEHIN et al., 2003). 

 

 Fármacos originados de Produtos Naturais 

Os produtos naturais, há milhares de anos, vêm desempenhando um papel 

relevante em todo o mundo na prevenção e cura de doenças. Sendo originados de 

diversas fontes, incluindo um grande número de plantas e microrganismos (NEWMAN 

et al., 2000). Entre os anos de 1983 e 1994, foram aprovados 520 novos 

medicamentos, dentre eles 39% eram de produtos naturais ou derivados desses 

produtos e 60% a 80% de antibacterianos e anticancerígenos eram derivados de 

produtos naturais (HARVEY, 2000). Os produtos naturais e/ou estruturas de produtos 

naturais continuam desempenhando um papel fundamental no processo de 

descoberta e desenvolvimento de novos fármacos (NEWMAN; CRAGG, 2012). Ao 

longo do período de 1940 a 2014, na área do câncer foram aprovadas 175 pequenas 

moléculas, 85 eram produtos naturais ou derivados deles (NEWMAN; CRAGG, 2016). 

A toxicidade de fármacos bem estabelecidos consiste em um dos principais 

problemas na terapêutica do câncer, sendo necessária a busca de métodos 

alternativos para o tratamento de neoplasias malignas. Neste contexto, as plantas 

apresentam-se como fontes importantes de compostos quimiopreventivos (KEUM et 

al., 2005). Cabe destacar que, na área de anticancerígenos, agentes vegetais como a 

vimblastina, vincristina, etoposídeo, paclitaxel, docetaxel, topotecano e irinotecano, 

estão entre os mais eficientes quimioterápicos atualmente disponíveis (NEWMAN; 

CRAGG et al., 2014). 
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 Taninos 

Os taninos são pertencentes a um grupo dos polifenóis (CHUNG et al., 2010) 

originados do metabolismo secundário das plantas (BUTLER et al., 1984) e são 

caracterizados por serem polímeros fenólicos com uma alta solubilidade em água e 

por possuírem capacidade de precipitar proteínas (HASLAM, 1989). Estão presentes 

na natureza, predominantemente nas plantas, apresentando um grande valor nutritivo. 

Possuem um alto peso molecular, que compreende um intervalo de 500 a 3.000 

unidades de massa atômica (MANGAN, 1988) e apresentam na sua estrutura grupos 

hidroxila-fenólicos em quantidades razoáveis para permitir a formação de ligações 

cruzadas estáveis com proteínas (DESHPANDE et al., 1986). A ingestão de dietas 

ricas em alimentos que apresentam taninos, e a ingestão de chá verde são ligadas a 

atividades anticâncer, anti-inflamatória e cicatrizantes (KILKUSKIE et al., 1992). 

Diversas doenças degenerativas, entre elas o câncer, doença de Parkinson, 

aterosclerose, esclerose múltipla e o processo de envelhecimento, estão relacionadas 

com altas concentrações intracelulares de radicais livres, os quais podem acarretar 

em estresse oxidativo (SIMÕES, 2007). Pesquisas demonstram que vários taninos 

atuam como captadores de radicais, interceptando oxigênio ativo e formando radicais 

estáveis, e assim, por sua vez reduzindo o estresse oxidativo (SIMÕES, 2007). Os 

potenciais anticancerígenos e antimutagênicos dos taninos podem estar relacionados 

à sua atividade antioxidante, que consequentemente torna-se importante na proteção 

do dano oxidativo (CHUNG et al., 2010). 

 

 
 Ácido Tânico 

O AT é caracterizado como sendo um polifenol, que compreende uma molécula 

de glicose central, e possui a fórmula molecular C76H52O46. Como demonstrado na 

Figura 2, apresenta cinco cadeias formadas por duas moléculas de ácido gálico 

ligadas por esterificação a molécula de glicose (GALI et al., 1992). 
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Figura 2. Estrutura química do composto Ácido Tânico 

 
 

 
O AT é um tanino produzido a partir do metabolismo secundário das plantas e 

se encontra na categoria dos ácidos fenólicos. Esse composto está presente em 

diversos alimentos, como lentilhas, chocolates, café, chá preto e chá verde, uvas, 

vinho tinto entre outros (KUO et al., 1992). 

Possui uma importante ação antioxidante devido a capacidade de quelar e 

sequestrar radicais livres (SAH et al., 1994). Estudos apontam os mecanismos 

envolvidos nos efeitos do AT, conferindo a ele diversas propriedades medicinais, 

como ação anticancerígena, atuando no controle de células tumorais (HL-60 de 

leucemia humana) e induzindo apoptose (CHEN et al., 2009), bem como ação 

neuroprotetora, exercendo um papel antioxidante e/ou anti-inflamatório em modelo 

animal de isquemia cerebral (SEN et al., 2015) e de acidente vascular cerebral 

(ASHAFAQ et al., 2017). 

Além disso, Zhang e colaboradores (2018) demonstraram que o AT induz a 

morte celular por apoptose em células de glioma humano (Hs 683), através da 

ativação de pró-caspase 3 e caspase 9 além da clivagem em poli (ADP-ribose) 

polimerase. Esse resultado corrobora com o aumento do número de células sub-G1, 

indicativo de fragmentação de DNA e, com isso, morte celular apoptótica (WILLIAMS 

et al., 2012). O TA também foi descrito como indutor de parada no crescimento de 

células na fase G1, levando à morte celular por apoptose em células Jurkat T, 

sugerindo um mecanismo relacionado com a inibição da atividade do proteassomo 

(NAM et al., 2001). 
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Abstract 

Glioblastoma is the most common and devastating tumor affecting the central nervous 

system and is treated using surgical resection followed by radiotherapy and 

chemotherapy with temozolomide (TMZ). Considering the infiltrative capacity, high 

proliferation rate, chemoresistance and the low survival of these patients, it is urgent 

to find new therapeutic alternatives that improve this prognosis. Herein, we focused on 

tannic acid (TA), a polyphenol with antioxidant, antimicrobial, and antiproliferative 

activities. In this work, the antitumor and antioxidant effects of TA on rat (C6) 

glioblastoma cells and their cytotoxicity relative to primary astrocyte cultures were 

evaluated in vitro. Cells were exposed to a range of TA of 6.25 to 75 μM for 24, 48 

and/or 72 h. In addition, colony formation, migration and cell adhesion were analyzed 

and flow cytometry was used to analyze cell death (apoptosis or necrosis) and cell 

cycle. Next, the action of TA was evaluated in a preclinical glioblastoma model 

performed on Wistar rats. In this protocol, the animals were treated with a dose of 50 

mg/kg/day TA for 15 days. Our results demonstrated that TA induced in vitro selective 

antiglioma activity, not demonstrating cytotoxicity in primary astrocyte culture. In 

addition, it induced cell death by apoptosis and cell cycle arrest, reducing formation 

and size of colonies, cell migration/adhesion and showing to be a potential antioxidant. 

Interestingly, the antiglioma effect was also observed in vivo, as TA decreased tumor 

volume by 55%, accompanied by an increase in the area of intratumoral necrosis and 

infiltration of lymphocytes without causing systemic damage. To the best of our 

knowledge, this is the first study to report TA activity in a GBM preclinical model. Thus, 

this natural compound is promising as a treatment for glioblastoma. 

 
Keywords: cancer; tannic acid; glioblastoma; selectivity; antioxidant; animal model. 
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1. Introduction 
 

Glioblastoma is the most malignant and highly recurrent primary brain tumor 

type, and accounts for approximately 80% of all malignant primary brain tumors (Van 

Meir et al., 2010; Messali et al., 2014). According to the World Health Organization, 

glioblastoma is classified as grade IV glioma, based on its malignancy and morphology 

(Louis et al., 2016). It is the brain tumor with the highest incidence and lethality, and 

although its metastatic potential is low, it demonstrates a great capacity for cerebral 

tissue infiltration (Van Meir et al., 2010). Treatment of glioblastoma is typically 

multimodal, involving surgical resection whenever possible, followed by radiotherapy 

and chemotherapy with temozolomide (TMZ) (Butowski et al., 2006). However, the 

efficacy of these therapeutic strategies is limited, with chemoresistance being the main 

barrier to treatment success. During treatment, tumor cells gradually lose their 

sensitivity to chemotherapeutics, developing acquired chemoresistance, which 

eventually leads to tumor progression and recurrence (Lin et al., 2018). GBM therapy 

remains complex and as a result, this malignancy is associated with a poor prognosis. 

Patient survival from shortly after the time of diagnosis is 14 to 15 months (Ohka et al., 

2012). 

Tannins are phenolic compounds of great economic and ecological interest that 

result from the secondary metabolism of plants (Kuo et al., 1992). Tannic acid (TA) is 

a hydrolysable tannin found in various foods and beverages, such as grapes, red wine, 

coffee, and green tea, among others (Kuo et al., 1997). A number of studies have 

examined the mechanisms underlying the medicinal properties of TA, which has been 

reported to have anticancer effects, controlling the proliferation of tumor cells (including 

HL-60 human leukemia cells) and inducing their apoptosis (Chen et al., 2009). TA has 

also been extensively studied in diseases of the central nervous system, as in cerebral 

ischemia, where it has demonstrated an antioxidant role against the negative effects 

caused by the pathology (Sen et al., 2015). It also had a neuroprotective effect as a 

potent antioxidant and anti-inflammatory agent in an experimental animal model of 

stroke (Ashafaq et al., 2017). In addition, studies present TA as an important free 

radical scavenger (Gülçin et al., 2010). 

It is well known that oxidative stress is involved in tumor development and 

progression (Ashfaq et al., 2017). Imbalances in reactive oxygen species (ROS) 

formation can lead to damage to DNA, proteins, and lipids and gene dysregulation, 
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which in turn can promote the onset or progression of cancer, including the 

development of glioblastoma. Therefore, modulation of homeostasis redox is an 

important consideration in the choice of therapeutic approach (Sanchez-Perez et al., 

2017). Considering that cancer is linked to high intracellular free radical concentrations, 

leading to oxidative stress (Simões et al., 2001; Sanchez-Perez et al., 2017) and the 

adversities in glioblastoma therapy (Lin et al., 2018), the objective of the present study 

was to investigate the effect of TA in vitro and in glioblastoma preclinical model. 

 
2. Materials and methods 

 
 

 Reagents 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Fungizone (amphotericin B), 

penicillin/streptomycin, 0.5% trypsin/EDTA solution, and fetal bovine serum (FBS) 

were obtained from Gibco BRL (Carlsbad, CA, USA). TA, dimethylsulfoxide (DMSO), 

and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) were 

purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All chemicals and solvents 

used were of analytical or pharmaceutical grade. 

 
 Animals 

For the primary culture of astrocytes, three independent experiments were 

performed using 6 Wistar rats, male or female, with 1 to 3 days old. For the preclinical 

model of glioma, 20 male Wistar rats with 60 days of age (250-300g) were used. The 

study was approved by the Animal Experimentation Ethics Committee on Animal 

Experimentation of institution, under protocol number CEEA 31292-2018. The use of 

the animals is in accordance with the Brazilian Guidelines for the Care and Use of 

Research Animals in Sciences (DBCA) and according to the National Council for 

Animal Control and Experimentation (CONCEA) 

 
 Cell Culture 

C6 rat glioma cells were obtained from the American Type Culture Collection 

(ATCC) (Rockville, MD, USA). The cells were cultured in DMEM supplemented with 

5% FBS maintained at 37°C containing 5% CO2. The primary astrocyte cultures were 

performed as previously described by our group (Da Frota et al., 2009). The cortex of 

neonatal rats were mechanically removed and dissociated in pH 7.4 balanced salt 
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solution free of calcium and magnesium. Subsequently, the tissue was dissociated and 

centrifuged at 1000 x g for 5 min, and the resulting pellet was suspended in DMEM 

(pH 7.6) supplemented with 10% FBS. Cells were plated (96 wells) and maintained 

under standard culture conditions for approximately 25 days, with medium being 

periodically replaced until adequate confluence was reached. 

 
 Cell treatment 

A stock solution was made by dissolving TA in DMSO. The stock solution was 

then diluted in 5% FBS supplemented DMEM to obtain solutions of 6.25, 12.5, 25, 

37.5, 50, and 75 μM. For cytotoxicity evaluation, the C6 glioma cells were seeded in 

96-well plates at 5x103 cells/well and exposed to TA at the above mentioned 

concentrations for 24, 48, or 72 h. In the clonogenic assay, C6 cells were seeded in 6- 

well plates at 3x102 cells/well and treated with 37.5 µM TA for 48 h. For the cell 

migration assay, C6 cells were seeded in 12-well plates at 2x104 cells/well and treated 

with 6.25 μM TA for 24 h. In the cell adhesion assay, C6 cells were seeded in 96-well 

plates at 4x104 cells/well and exposed to 6.25 μM TA for 24 h. Finally, for cell cycle 

and cell death analysis, C6 cells were seeded in 6-well plates at 1x105 cells/well and 

treated with 37.5 μM TA for 48 h. Cells exposed to DMSO at a final concentration of 

0.05% served as the control. 

 
 Cytotoxicity assays 

The MTT assay (Mosmann et al., 1983) was performed to determine cell 

viability. The medium was removed after treatment and a solution of MTT mixed with 

DMEM (0.5 mg/mL) was added. The C6 and astrocyte cultures were then incubated at 

37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2 for 90 min. Absorbance at 492 

nm was then measured with a microplate reader (SpectraMax 190, Molecular Devices, 

San Jose, CA, USA). SRB assay was used for cell density determination based on the 

ability of the dye to bind to basic amino acids present in cellular proteins (Pauwels et 

al., 2003). First, the medium containing the treatment was removed and 50% 

trichloroacetic acid was used to fix cells, after, the cells were incubated at 4°C for 45 

min. After incubation, the dye was added, and cells were incubated in the dark at room 

temperature for 30 min. Absorbance at 530 nm was determined using a microplate 

reader (SpectraMax190). The results are expressed as percentage of the control cells. 
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 TA and TMZ treatment 

The cytotoxic effects of TA and standard drug TMZ on C6 cells were assessed 

by optical microscopy. The cells were seeded in 6-well plates at 1×105 cells/well and 

exposed to 75 µM TA and 75 µM TMZ for 24, 48, 72, 96 and 120 h. Photographs were 

taken after this period and a visual comparison of the effects of the treatments was 

made. Additionally, cellular proliferation was evaluated by the SRB assay at 120 h 

after exposure to TA treatment. The results are expressed as percentages of the 

control value. 

 
 Clonogenic assay 

Colony-forming capacity was analyzed by the clonogenic assay, performed as 

described previously (Franken et al., 2006). Cells were seeded and treated with 37.5 

µM TA for 48h, then replated and incubated for 10 days. After incubation time, cells 

were fixed with methanol and 1% crystal violet was added. A microscope was used to 

count colony formation and the colonies length were determined with ImageJ software. 

The results are expressed as the number and size of colonies formed by the treated 

cells in relation to the control group. 

 
 Cell migration 

The in vitro scratch assay was used to evaluate cell migration capability 

(Kaczmarek et al., 2005). A pipette tip was used to create a scratch at the bottom of 

the plaque on the cell monolayer. The debris was removed and treatment-free DMEM 

supplemented with 0.5% FBS was added. Pictures were taken at times of 0, 6, 12 and 

24h to observe risk closure. Quantitative analysis of the cell-free area was performed 

using ImageJ software, after which, percentage inhibition of cell migration was 

determined. 

 
 Cell adhesion assay 

Following the cell migration assay, the treatment-free medium was removed and 

the cells were trypsinized, re-plated (96-well) and incubated for 2 h at 37°C. After 

incubation, the cells were fixed with 4% formaldehyde in PBS for 5 min. Any residue 

was removed and the cells were stained with crystal violet for 10 min. Finally, the dye 

was removed, 10% acetic acid was added and the absorbance was measured at 590 

nm in a microplate reader. 
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 Cell cycle analysis 

The cell suspension was centrifuged at 1000 x g for 7 min and the supernatant 

was removed. The cells were then washed, fixed with 70% ethanol and incubated at 

4°C for 2 h in a solution of 1% Triton X-100, 2 mg/mL RNase, and 2 mg/mL propidium 

iodide (PI) in PBS. After 30 min, data were collected using a FACS Calibur flow 

cytometer (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA). 

 
 Cell death analysis 

The cell death was quantified using an annexin V-FITC/PI double-staining kit 

(Molecular Probes, Oregon, USA). After treatment, medium and cells were collected 

and centrifuged for 10 min at 2000 x g. The cell pellet was washed with PBS and 

incubated for 15 min with a binding buffer containing PI and FITC-conjugated annexin 

V, following the manufacturer’s instructions. Apoptotic and necrotic cells were 

quantified using a FACS Calibur flow cytometer. The cells were classified as viable 

(annexin-V−/PI−), early apoptotic (annexin-V+/PI−), late apoptotic (annexin-V+/PI+), or 

necrotic (annexin-V−/PI+). 

 
 Oxidative stress parameters 

 Protein determination 

Protein concentration was determined using the method of Lowry et al. (1951). 

 
 

 ROS level determination 

Production     of     intracellular     ROS     was     determined     by     the     2′-7′- 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay (Dos Santos et al., 2017). The 

cells were seeded into 96-well plates at 5×103 cells/well and treated with TA at the 

above mentioned concentrations for 48 h, before being incubated with DCFH-DA for 

30 min. Fluorescence was then measured at 525 nm in a microplate reader 

(SpectraMax190). ROS production is expressed as percentages of the control value. 

 
 Superoxide dismutase (SOD) activity 

SOD activity was determined as described by Misra and Fridovick (1972), using 

an assay based on the inhibition of superoxide dependent adrenaline auto-oxidation. 

Absorbance was measured at 480 nm in a microplate reader (SpectraMax190) and 

results are expressed as percentages of the control value. 
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 Quantification of total sulfhydryl content 

Sulfhydryl content was determined according to the method described by 

Aksenov  and  Markesbery  (2001),  which  involves  the  addition  of  5,5′-dithio-bis-(2- 

nitrobenzoic acid) (DTNB). In the presence of thiols, DTNB is reduced, forming an 

oxidized disulfide and the yellow derivative TNB. The results were obtained by 

measuring absorbance at 412 nm in a microplate reader (SpectraMax190) and are 

expressed as percentages of the control value. 

 
 Catalase (CAT) activity 

CAT activity was measured following the method described by Aebi (1984), 

which is based on the decomposition of H2O2 monitored in a spectrophotometer 

(SpectraMax190) at 240 nm. CAT activity is expressed as percentages of the control 

value. 

 
 Glioma Implantation 

C6 cells were cultured after reaching 90% confluency at a ratio of 1x10 6 cells, 

resuspended in 3 µL of DMEM and infused at a rate of 0.5 µL/min in the right striatum 

of the animals (coordinates relative to bregma, 3.0 mm lateral,0.5 later and 6 mm 

depth). The animals were pre-anesthetized with intraperitoneal (i.p.) administration of 

ketamine and xylazine. 

 
 In vivo protocol 

Five days after glioma implantation, the animals were divided into two groups: 

(1) Glioblastoma + Vehicle, (2) Glioblastoma + TA (50 mg/kg/day). The treatment was 

given intragastrically for 15 days (Figure 7A). After 21 days of tumor implantation, the 

animals were euthanized and the brain was removed, sectioned and fixed in formalin 

for further analysis. Blood samples were collected by cardiac puncture and the serum 

was separated for biochemical analysis. The weight of the animals was monitored 

every 3 days. 

 
 Pathological analysis and tumor quantification 

Three brain sections of each hematoxylin and eosin (HE) animal (4 μm thick in 

paraffin blocks) were analyzed by a pathologist. For quantification of tumor size, 
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images were captured using a microscope attached to a camera (× 2 magnification; 

Nikon Eclipse TE300) and the tumor area (mm2) was quantified using ImageJ software. 

Total tumor volume (mm3) was calculated by multiplying the slice section and adding 

the segmented area (Da Silveira et al., 2017). 

 
 Statistical analysis 

Results are expressed as means ± standard errors of the means from at least 

three independent experiments performed in triplicate. Statistical analyses were 

performed using Student's t-test, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

the Tukey post-hoc test, or two-way ANOVA followed by the Bonferroni post-hoc test. 

Differences were considered significant when associated with P values <0.05. 

 
3. Results 

 TA selectively decreases the proliferation and viability of C6 glioma cells 

C6 rat glioma cells were exposed to 6.25 - 75 µM of TA for 24, 48 and/or 72 h. 

As shown in Figure 1, TA reduced cell proliferation (Figure 1A – C) and viability (Figure 

1D – F) in a concentration- and time-dependent manner. In addition, 72 h of exposure 

to 75 µM TA reduced cell proliferation and viability to 70% and 50%, respectively, when 

compared to the control group. Furthermore, TA demonstrated selective activity 

against tumor cells, since it had no effect on the proliferation of primary astrocytes 

(Figure 1G and H). In addition, the (IC50) of TA (72 h of exposure) was found to be 

35.05 µM in the cell proliferation test. 

 
 

 Comparative effect of TMZ and TA 

Cell growth was analyzed at 24, 48, 72, 96, and 120 h (Figure 2A, B, C, D, and 

E, respectively). We observed that within the first 24 h, TA decreased cell density and 

that this effect persisted up to 120 h. In contrast, TMZ only reduced cell density after 

120 h. As regards cell proliferation, it was possible to observe a reduction of 72.91% 

with TA and 55.84% with TMZ (Figure 2F). It is important to note that whereas the 

IC50 of TA was found to be 35.05 µM that of TMZ is 993.5 µM (Azambuja et al., 2018). 

 
 TA decreases C6 glioma cell colony formation and size 

As depicted in Figure 3A and D, exposure of C6 glioma cells to 37.5 µM TA for 

48 h reduced colony formation by 70% compared with the control treatment (Figure 
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3C). In addition, colony size was 51% smaller than the control group after 48 h of 

treatment (Figure 3D). 

 
 TA inhibits the migration and decreases the adhesion of C6 glioma cells 

To evaluate the influence of TA on glioma cell migration, a monolayer scratch 

assay was performed, with images being captured 0, 6, 12, and 24 h after scratching 

(Figure A). It was expected that over time, the cells not exposed to TA would move so 

as to close the wound, while those treated with this compound would remain relatively 

immobile. Wound closure at 24 h was measured as 53% in the control group, and TA 

inhibited cell migration by 81% (Figure 4A and B). After analysis of migration, the 

adhesive ability of the cells was tested. In the treated group, only 38.5% of cells re- 

adhered to the wells, revealing TA to be an efficient inhibitor of cell adhesion (Figure 

4C). We used 6.25 µM of TA at 24 h to assess the migratory capacity of cells, since 

this concentration and time did not present cellular cytotoxicity. 

 
TA increases the sub-G1 population of GBM cells and promotes their apoptosis and 

necrosis 

Figure 5A shows the changes in cell cycle distribution following administration 

of 37.5 μM TA for 48 h. Compared with the control treatment, TA resulted in a 

significant increase in the number of cells in the sub-G1 phase (Figure 5A), suggestive 

of apoptosis. Consequently, there was a significant reduction in the population of cells 

in G1 and S phases. In addition, the number of viable cells was lower in the TA group 

than the control group (Figure 5B). Of the treated cells, 8.7% were apoptotic, 3.7% 

were necrotic, and 7.3% were late apoptotic, although no statistically significant 

difference was observed in this respect compared with the untreated cells. 

 
 TA changes oxidative stress parameters in C6 glioma cells 

At concentrations of 12.5 µM and higher, TA significantly reduced ROS levels 

compared with the control treatment, with the greatest reduction (64.52%) being 

observed using a 75 µM solution (Figure 6A). In contrast, TA significantly increased 

sulfhydryl content, by 36.28% at 25 µM and 66.08% at 75 µM (Figure 6B). Regarding 

antioxidant enzymes, SOD (Figure C) and CAT (Figure D) activity was increased in 

cells treated with TA at concentrations of 25 µM and above, with the largest increase 

(approximately 88%) being observed with 75 µM TA. 
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 TA inhibits the growth of GBM in vivo 

To verify whether the in vitro antiglioma potential of TA was reproducible in vivo, 

we performed tumor implantation in rats (Figure 7). According to Figure 7B and C, it 

was possible to observe that TA treated animals had a significant reduction in tumor 

size (227.6 ± 58.16 mm3) when compared to the control (410.7 ± 60.64 mm3). In 

addition, control animals presented pathological characteristics very close to the 

human glioblastoma. Thus, results showed that TA enhanced the area of necrosis and 

lymphocytic infiltration (Figure 7B and Table 2). In addition, it is important to highlight 

that the treatment with TA did not demonstrate renal and hepatic toxicity (Table 1). 

However, TA significantly reduced glucose levels, no altering total cholesterol and 

triglyceride levels (Table 1). Finally, the treatment with TA did not alter the weight of 

the animals when compared to control (Figure 7D). 

 
4. Discussion 

Due to its highly invasive nature and tendency to infiltrate surrounding brain 

tissue, therapeutic options for glioma are limited (Van Meir et al., 2010). Therefore, 

the search for new therapies is of great relevance to improving the prognosis and 

quality of life of patients with this tumor. Natural products are an important source of 

potential anticancer drugs because of their efficiency and low toxicity in comparison to 

their synthetic counterparts (Yu et al., 2013). TA, the focus of this study, is a polyphenol 

that has several biological properties, including antitumor (Nie et al., 2016), antioxidant, 

antibacterial (Krishnappa et al., 2017), and antimutagenic effects (Hassan et al., 2016). 

In the present study, TA was shown to exert a selective antiglioma effect, since 

it did not alter the proliferation of astrocytes. Recently, researchers have demonstrated 

using MTT assays that TA reduces the viability of cultured glioblastoma cells; however, 

its cytotoxicity towards normal cells has not been tested (Zielinska-Przyjemska et al., 

2017). In addition, another recent study demonstrated the antiglioma effect of TA on 

human glioblastoma cells (Hs 683), indicating a concentration/time dependent action 

(Zhang et al., 2018). It has also been established using both in vitro and in vivo models 

that TA exerts an antitumor effect on other types of cancers, including breast cancer 

(Tikoo et al., 2011). In addition, the anticancer activity of phenolic acids has been 

confirmed using a variety of cell lines, including HeLa cervical carcinoma, HT29 and 

HCT116 colon cancer, MCF7 breast cancer, and Jurkat T-cell leukemia cells, the 
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viability of each of which is decreased by such compounds (Kumnerdkhonkaen et al., 

2018). 

The clonogenic assay is considered a "gold standard" cell sensitivity test, in 

which the treatment under investigation is evaluated in relation to the structure and 

function of the cells subjected to the treatment, with cell survival being determined 

based on the time taken for the cells after exposure to the treatment (Plumb, 2004). 

Our results demonstrated that TA reduced colony number and size, indicating that this 

treatment inhibited the ability of cells to form colonies, there by interfering with cell 

survival corroborating once again the antiglioma potential of TA. 

It is understood that current treatment for glioblastoma is only palliative, with 

TMZ prolonging patient survival by a maximum of 8 months, an unsatisfactory 

therapeutic outcome (Uzzaman et al., 2007). Our data demonstrated that TA 

administration effectively reduced cell density, since TMZ administration began to 

show effect after 120 h of exposure to treatment, which is proven from the cell 

proliferation test, where we can infer that in time of 120 h TA has a greater reduction 

compared to TMZ. Glioblastoma is a highly invasive tumor, a characteristic that 

heightens its malignancy and migratory capacity. Our results showed that compared 

to the control treatment, TA significantly inhibited the migration of glioblastoma cells 

and reduced the adhesive capacity. This is in agreement with previous studies 

demonstrating the inhibition of cell migration by natural products (Pedra et al., 2018; 

Zhang et al., 2014). 

The induction of cancer cell apoptosis has attracted great interest in the search 

for new cancer therapies. In our study, TA was found to promote apoptosis, as 

evidenced by increased cell death, suggesting that this phenolic compound has 

anticancer properties. In this context, Zhang and colleagues (2018) demonstrated that 

TA induces cell death by apoptosis in human glioma cells (Hs 683), suggesting that 

the mechanism involved in this outcome is the activation of pro-caspase 3 and caspase 

9 in addition to cleavage in poly (ADP-ribose) polymerase. This result is supported by 

the increased number of sub-G1 cells observed, indicative of DNA fragmentation and 

therefore apoptotic cell death (Williams et al., 2012). Besides, researches have 

reported that TA induces stop in G1 cell growth, leading to cell death by apoptosis in 

Jurkat T cells, probably by inhibition of proteasome activity (Nam et al., 2001). 

Recently, the potential importance of polyphenols as therapeutic agents for the 

treatment of bladder cancer has been appraised, with cell cycle analysis showing that 
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such compounds trigger marked growth arrest and subsequent apoptosis (Coccia et 

al., 2016). 

Oxidative stress is a feature common to several types of cancer cells. It is 

characterized by uncontrolled ROS formation (Coccia et al., 2016), compromising 

cellular metabolism and leading to the promotion of cellular malignancy and tumor 

initiation and progression (Acharya et al., 2010). The regulation of oxidative stress is 

an important factor in the development of new antineoplastic therapies (Gorrini et al., 

2013). Our results demonstrated that TA reduced ROS production and increased thiol 

content and antioxidant enzyme activities, indicating that it exerts potent antioxidant 

effects on cells of the glioblastoma cell line. In keeping with this, prior research has 

shown that overexpression of SOD and CAT inhibits cancer cell growth, and thus 

constitutes a therapeutic strategy for the treatment of cancer (Whang et al., 2008). In 

addition, data from our group demonstrate the increase of antioxidant enzymes in TMZ 

chemoresistant glioblastoma cell lines (Azambuja et al., 2017). A similar effect on the 

modulation of oxidative stress parameters was also noted in a recent study in which 

the action of natural products against glioblastoma was assessed (Erukainure et al., 

2018). In addition, phenolic compounds have been shown to possess notable and 

promising antioxidant activity in several studies (Da Rocha et al., 2018). Herein, we 

have uncovered a possible antitumor mechanism of TA by modulating the redox state 

of the tumor cell. 

The effect of TA on in vivo models of brain tumors is unclear. Thus, our study 

evaluated whether treatment with this natural compound may be a potent 

pharmacological target for the treatment of gliomas. From the promising result 

obtained from in vitro tests that demonstrated a selective cytotoxic profile for C6 glioma 

cells, since it did not demonstrate cytotoxicity in astrocyte primary culture, in vivo 

assays were initiated. According to the results, TA was efficient in reducing volume of 

glioma when compared to control animals. In addition, the histopathological analysis 

showed that TA increased inflammatory infiltrate and necrosis area. Interestingly, 

animals treated with TA did not show any toxicity profile at both renal and hepatic 

damage levels. Furthermore, as far as we are aware, this is the first description of 

antiglioma activity of TA in vivo. 
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5. Conclusion 

The present study revealed that TA had a promising cytotoxic effect on rat 

glioblastoma cells, promoting their death by apoptosis. In addition, it exhibited 

antioxidant activity. Our data also reported the potential action of TA in a preclinical 

model of glioma (Figure 8). Thus, we proposed that this natural compound constitutes 

an important therapeutic agent for individuals with glioblastoma. 
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Tables 

 
 

Table 1 Biochemical parameters in animals with glioma implant control and treated (TA) 
 

 Control TA 

Glucose (mg/dL) 185.50±12.45 139.40±2.93 ** 

Total cholesterol (mg/dL) 71.00±4.59 63.43±4.56 

Triglycerides (mg/dL) 92.14±20.90 84.14±11.91 

ALT (U/L) 49.43±5.90 45.86±5.86 

AST (U/L) 275.80±24.72 257±22.51 

Urea (mg/dL) 49.63±2.80 41.83±3.19 

Creatinine (mg/dL) 0.36±0.02 0.35±0.01 

 
Five days after glioma implantation, the animals were divided into two groups, control and TA (tannic 

acid) and treated for 15 days. Values are the means ± standard errors of the means. Data were analyzed 

by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. **P<0.01 versus the control group 
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Table 2 Histological characteristics of implanted gliomas 

 

 Control TA 

Coagulative necrosis 6/7 7/7 

Intratumoral hemorrhage 4/7 5/7 

Lymphocytic infiltration 4/7 7/7 

Peritumoral edema 7/7 7/7 

Vascular proliferation 6/7 7/7 

 

Five days after glioma implantation, the animals were divided into two groups, control and TA (tannic 

acid) and treated for 15 days. Histological variables (coagulative necrosis, intratumoral hemorrhage, 

lymphocytic infiltration, peritumoral edema and vascular proliferation) were considered present or 

absent. 
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Legend and Figures 
 

 

 
Figure 1 Effect of tannic acid (TA) on the proliferation (A–C) and viability (D–F) of C6 rat glioma cells 

after 24 (A and D), 48 (B and E), and 72 h (C and F). The effect of TA on the proliferation of primary 

astrocytes was also observed after 48 (G) and 72 h (H). Values are the means ± standard errors of the 

means from at least three independent experiments performed in triplicate. Data were analyzed by one- 

way ANOVA followed by Tukey’s test. *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001 versus the control group 



50 
 

 
 
 

 

 
 

 

Figure 2 Analysis of C6 glioma cell density following exposure to 75 µM tannic acid (TA) or 75 µM 

temozolomide (TMZ) for 24 (A), 48 (B), 72 (C), 96 (D), and 120 h (E). Images were taken using an 

Olympus inverted microscope at 40x magnification. Effect of the tannic acid (TA) and temozolomide 

(TMZ) on proliferation (F) of glioma C6 cells after 120 h. Values are the means ± standard errors of the 

means from at least three independent experiments performed in triplicate. Data were analyzed by one- 

way ANOVA followed by Tukey’s test. ***P<0.001 versus the control group 
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Figure 3 Clonogenic assay of untreated C6 cells (A) and C6 cells treated with 37.5 µM tannic acid (TA) 

(B). Graphic representation of colony counts (C) and colony sizes (D) after 48 h of treatment. Data were 

analyzed by Student's t-test. **P<0.01 and ***P<0.001 versus the control group. Three independent 

experiments were performed in triplicate 
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Figure 4 Representative micrographs of the migration of C6 rat glioma cell sat 0, 6, 12, and 24 h (A) 

(40× magnification). Percentage cell migration after different treatments and times (B) was analyzed by 

two-way ANOVA followed by the Bonferroni post-hoc test. Adhesion of tannic acid (TA) treated C6 cells 

at 24 h (C). Data were analyzed by Student's t-test. **P<0.01 and ***P<0.001 versus the control group. 

Three independent experiments were performed in triplicate 
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Figure 5 C6 glioma cell were exposed for 48h to 37.5 µM tannic acid (TA). Cell cycle analysis flow 

cytometry and propidium iodide staining was used. The percentage of cells in the sub-G1, G1, S, and 

G2/M (A) phases is shown. Cell death was analyzed by flow cytometry with annexin V-FITC/propidium 

iodide double staining (B). **P<0.01 and ***P< 0.001 versus the control group. Three independent 

experiments were performed in triplicate 
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Figure 6 Oxidative stress parameters in C6 glioma cells exposed to tannic acid (TA) for 48 h. (A) 

Production of reactive oxygen species (ROS); (B) total sulfhydryl content; (C) superoxide dismutase 

(SOD) activity; (D) catalase (CAT) activity. Data are expressed as means ± standard errors of the means 

and were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Three independent experiments were 

performed. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 versus the control group 
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Figure 7 C6 glioma cells were implanted intracerebroventricularly in adult rats and treatment was started 

5 days later and was given for 15 days. On the 22nd day the animals were euthanized and the brain 

was collected (A). The brain was sectioned three times, stacked and analyzed by HE. The HE images 

were captured using a camera coupled to a microscope (B) and the total volume (mm3) was determined 

using the ImageJ software (C). Body weight of the animals submitted to the glioma implant were 

analyzed every 3 days (n = 8) (D). Data were analyzed by Student's t-test. *P < 0.05 versus the control 

group 
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Figure 8 Overview of antiglioma activity of tannic acid in vitro and in vivo 
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5 CONCLUSÃO 

Em nosso estudo foi possível observar o efeito citotóxico do AT frente a 

linhagem de glioma de rato C6. É importante ressaltar a seletividade desse efeito, 

visto que o composto não demonstrou citotoxicidade em cultivo primário de astrócitos. 

Além disso, o AT foi capaz de diminuir a formação e o tamanho das colônias em 

linhagem de glioma, assim como de inibir a migração e diminuir a adesão das células 

tumorais. O AT foi capaz de aumentar a população celular em sub-G1 e promover 

morte celular por apoptose e necrose. Em comparação com o fármaco padrão TMZ, 

foi possível observar que o AT reduziu a proliferação celular de forma mais 

pronunciada. Ainda, esse composto demonstrou um efeito antioxidante frente a 

linhagem de glioma de rato C6, visto que diminuiu o nível de ERO e aumentou a 

atividade de enzimas antioxidantes. 

Por fim, o AT demonstrou um efeito antiglioma em modelo pré-clínico de 

glioblastoma, pois reduziu significativamente o tamanho do glioma nos animais 

tratados quando comparados ao controle. Além disso, o tratamento com AT não 

demonstrou nenhum tipo de toxicidade para os animais, conferindo uma segurança 

do seu uso na dose utilizada. 

Com base em nossos resultados, foi possível demostrar a ação antiglioma do 

AT tanto in vitro como em modelo pré-clínico de GBM, sendo assim uma alternativa 

promissora no tratamento dessa patologia. Esse estudo corrobora com outros da 

literatura que relatam as atividades anticâncer dos taninos, porém é o primeiro 

trabalho demonstrando o efeito do AT em um modelo pré-clínico de GBM. 
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