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1. INTRODUCAO

O glioblastoma (GB) é um tumor cerebral agressivo e maligno em virtude de
sua elevada atividade mitética, capacidade de angiogénese e infiltracdo em
tecidos adjacentes, além de apresentar necrose. Dessa forma o GB é classificado
pela Organizacdo Mundial de Saude como um tumor difuso de grau IV
(JOHNSON; GIANNINI; KAUFMANN, 2020). A terapia para o tratamento do GB é
multimodal e consiste na aplicacdo da radioterapia em conjunto a utilizacdo do
quimioterapico temozolamida (TMZ) (SANTOS et al.,, 2019). Entretanto, esse
tratamento pode tornar-se ineficaz, uma vez que o tumor pode adquirir resisténcia
ao TMZ devido a alteracdo na expressdo de proteinas alquilantes, enzimas de
reparo do DNA e nas vias de sinalizacéo celular (LEE, 2016).

Dessa forma, a busca por tratamentos alternativos tem sido extensivamente
explorada. Nesse contexto, destacam-se 0s compostos fendlicos, metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas, os quais apresentam ja descritos um
potencial antioxidante, fator protetor frente a incidéncia de neoplasias (SZAJDEK;
BOROWSKA, 2008). Como exemplo desta classe tem-se 0s taninos, em especial
o acido tanico (AT), que esta presente no café, cha verde, uvas, vinho tinto, entre
outros (KUO et al., 1992).

SEN et al. (2015) demonstraram o efeito antioxidante do AT sobre o dano
oxidativo da isquemia cerebral em roedores. Ademais, ja é descrito seu potencial
anti-inflamatério em modelo in vivo e antitumoral do AT (ASHAFAQ et al., 2017,
ZHANG et al., 2018). Apoiado nos relatos mencionados, o presente estudo teve
por objetivo analisar o potencial antitumoral do AT e ainda comparar ao potencial
do farmaco TMZ, frente a linhagem de glioma de rato 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..

2.2 Cultura primaria de astrocitos

Utilizou-se ratos Wistar com idade de 1-2 dias, os quais foram submetidos a
eutanasia e o cortex cerebral foi isolado, homogeneizado e o pool de células
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
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descartado e o pellet de células ressuspendido em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB (pH 7,6). Os astrocitos foram semeados em uma densidade de
3 x 10* células por poco em placas de 96 pocos previamente preparadas com
poli-L-lisina. As células foram mantidas sob condi¢cdes padrdes, e 0o meio foi
trocado a cada 5 dias até a maturacdo celular (15-20 dias) (GOTTFRIED et al.,
1999). Cabe salientar que este protocolo foi previamente aprovado pelo comité de
ética em experimentacédo animal, da UFPel (CEEA 31292-2018).

2.3 Tratamento com &cido tanico - concentracdes e tempos de exposicao

A solucéo estoque de AT foi diluida DMEM suplementado com 5% de SFB
para obter solucdes de 6.25, 12.5, 25, 37.5, 50 e 75 yM. Apds, as células de
linhagem C6 foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de
5x103 e expostas a AT nas concentracbes mencionadas acima por 72 h. Os
astrocitos foram expostos ao AT (6.25 a 75 uM) por 72 h. Apés os tratamentos,
foram determinadas a viabilidade celular pelo método do MTT e a proliferacédo
celular pelo método do SRB. As células expostas ao DMSO foram consideradas
como controle (BONA et al., 2020).

2.4 Tratamento com &cido tanico e temozolamida

As células foram semeadas em placas de 6 pocos a 1x10° células/poco e
expostas a 75 uM de AT e 75 uM de TMZ por 120 h. Apds esse periodo, foram
determinadas a viabilidade celular pelo método do MTT e a proliferacdo celular
pelo método do SRB. Os resultados sdo expressos como porcentagens do valor
de controle (BONA et al., 2020).

2.5 Teste de viabilidade celular (MTT)

Apés o protocolo experimental nas placas de 96 pocos, estas foram lavadas
com tampéo fosfato-salino (PBS) e, em seguida, foram adicionados 50 uL de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (0,5 mg/mL).
Posteriormente, as células foram incubadas em estufa a 37°C durante 90 minutos.
Por fim, o MTT foi removido e o precipitado formado eluido com 50 pL de DMSO.
As absorbancias foram mensuradas em leitor de microplacas em 492 nm.

2.6 Teste de proliferacéo celular (SRB)

O meio de cultura foi removido e em seguida 50 pL de acido tricloroacético
(TCA) 50% foi adicionado. Apds, a placa foi incubada por 45 minutos a 4°C. Em
seguida, o TCA foi retirado e os pocos lavados 5 vezes com agua destilada.
Depois, foi adicionado 50 pL de solucéo sulforrodamina B (SRB) 0,4% em &cido
acetico e a placa foi novamente incubada por 30 minutos. Em seguida a placa foi
novemente lavadas 5 vezes com &cido acético 1%. O corante foi solubilizado com
50 pL de Tris (10 mM; pH 10,5). As absorbancias foram mensuradas em leitor de
microplacas em 530 nm.

2.7 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 padrao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, verificou-se que as culturas celulares de astricitos expostas
ao AT (6.25-75 pM), ndo demonstraram alteracdo significativa de viabilidade
celular apés 72 h (P>0.05) (Figura 1A).

Ademais, é possivel observar que houve uma reducdo da viabilidade
(Figura 1B) e da proliferacao (Figura 1C) da linhagem de glioma C6 em todas as
concentracdes testadas do AT (6.25-75 uM) apds 72 h de tratamento (P<0.001).
Cabe salientar, que a reducao foi concentracdo dependente.
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Figura 1. Efeito do tratamento com &cido ténico (AT) (6.25-75 pM) em cultura primaria de
astrocitos (A) e em células de glioma C6 (SRB- B; MTT- C), apds exposicdo durante 72 h. Dados
estdo expressos com percentagem do controle. ***p<0,001 comparado com as células controles.

Ademais, foi realizada a avaliacdo, em carater comparativo, da viabilidade e
proliferacéo celular através de ensaio de MTT e SRB apdés exposicao por 120 h:
ao AT (75 pM), TMZ (75 pM) e associagdo AT e TMZ. Observa-se que todos os
testes promoveram reducdo da viabilidade de forma significativa, quanto a
proliferacdo celular, foi possivel observar uma reducdo mais expressiva pelo AT,
sendo esta 17,07% maior que a promovida pelo TMZ (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do tratamento com &cido tanico (75 uM), temozolamida (75 pM) e associacao
acido tanico e temozolamida em células de glioma C6, apos exposicdo durante 120 h. Dados
estao expressos com percentagem do controle. ***p<0,001 comparado com as células controles.

A partir dos dados expostos, é possivel observar a agdo de forma seletiva do
AT ao reduzir a viabilidade e também proliferacdo das células de glioma C6, sem
comprometer a proliferacdo dos astrocitos. Ainda, o AT foi capaz de promover
reducgéo significativa da viabilidade celular de forma semelhante ao TMZ, e uma
reducdo superior em relacdo a proliferagdo celular. Tal potencial antineoplasico
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seletivo é de grande valia, visto que o tratamento convencional acomete também
células saudaveis e assim acarreta em efeitos deletérios (LEE, 2016).

4. CONCLUSOES

Levando em consideracéo o que foi proposto os resultados obtidos até o ato,
demonstram o potencial antineoplasico do AT frente a linhagem de glioma C6 de
forma seletiva e ainda uma possivel superioridade em relacdo ao farmaco
comumente utilizado. Tais dados suportam estudos futuros para o entendimento
dos mecanismos de acao do AT.
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