x‘ 7@ SEMANA

W INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
4 UFPEL 2021

Cecropia pachystachya: um importante agente antiglioma in vitro e in vivo
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1. INTRODUCAO

Gliomas séo tumores oriundos das células da glia, sdo classificados em
guatro graus, sendo os gliomas de grau IV, como o glioblastoma (GB), os que
apresentam maior agressividade e, consequentemente, o pior prognostico (LOUIS
et al.,, 2016). A alta capacidade infiltrativa, angiogénica, bem como a resisténcia
as terapias convencionais, confere aos pacientes acometidos pelo GB uma
sobrevida média de apenas 14 a 20 meses (STUPP et al., 2017). Diante disso,
mostra-se necessaria a investigacdo de alternativas terapéuticas para o combate
ao GB.

Neste propdsito, os produtos naturais séo considerados alvos promissores,
sendo importantes fontes de compostos bioativos, conferindo a eles propriedades
antitumorais bem descritas (ZOU et al., 2021). Dentre esses, destaca-se 0 extrato
de Cecropia pachystachya (CEC), cujos relatos na literatura descrevem efeitos
farmacolégicos relevantes no combate ao cancer, como acdo anti-inflamatoria,
antioxidante e citotoxica (ARAGAO et al., 2013; GAZAL et al., 2014).

Diante do exposto, esse trabalho visa avaliar o efeito antitumoral do CEC in
vitro e em modelo pré-clinico de GB.

2. METODOLOGIA

2.1. Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, com 60 dias de idade, obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Todos os procedimentos
envolvendo animais foram aprovados pela Comiss&o de Etica em Experimentag&o
Animal da instituicdo, sob o numero de protocolo CEEA 31292-2018.

2.2. Preparo do extrato

O extrato de folhas de Cecropia pachystachya foi preparado pelo método
de infusdo aquosa, segundo Gazal et al. (2014). A secagem foi feita por spray
dryer sob as condicbes de: temperatura de entrada: 160 °C; temperatura de
saida: 111 °C; fluxo de alimentagdo: 5%; fluxo de ar: 100%; diametro do
atomizador 0,7 mm. Posteriormente, o extrato bruto seco foi armazenado em
freezer a -20 °C.

2.4. Protocolo in vitro

A linhagem de glioma C6 (rato) foi obtida da American Type Culture
Collection (ATCC), cultivada em meio DMEM e suplementada com 10% de soro
fetal bovino. As células foram semeadas em placas de 96 pocos em densidade de
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5x102 células por poco e mantidas sob condicées padrdes de cultivo celular (5%
COg2, a 37 °C e atmosfera umidificada). O tratamento com CEC foi efetuado nas
concentragdes de 25, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 yg/mL. Células néo tratadas
foram utilizadas como controle. A viabilidade celular foi avaliada mediante ensaio
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) conforme
reportado por MOSMMAN (1983), o qual baseia-se na determinacdo de células
metabolicamente viaveis.

2.4. Protocolo in vivo

Para o modelo pré-clinico de GB, os animais foram previamente
anestesiados com administragao intraperitoneal de cetamina e xilazina, e as
células C6 foram ressuspensas em meio DMEM e injetadas (3 pL) no estriado dos
animais (coordenadas em relacdo ao bregma: 3,0 mm lateral, 0,5 posterior e 6
mm de profundidade). Cinco dias apés o implante intracerebroventricular os
animais foram divididos em trés grupos: (1) Sham, (2) GB + Veiculo, (3) GB +
CEC (200 mg/kg/dia). O tratamento foi administrado durante 15 dias pela via
intragastrica. 21 dias apdés a implantacdo do glioma, os animais foram
eutanasiados e os cérebros foram removidos, seccionados e fixados em formalina
para posteriores analises. Secdes diferentes do cérebro de cada animal foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE) para subsequente quantificacdo do
tamanho do tumor, utilizando um microscopio conectado a uma camera. A area
do tumor (mm?2) foi quantificada utilizando o software ImageJ. O volume total do
tumor (mm3) foi calculado multiplicando a se¢éo da fatia e adicionando a area
segmentada.

2.4. Analise estatistica

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a investigacdo in vitro, observou-se que no tratamento com
CEC durante 24 horas houve reducéo significativa da viabilidade celular dos
gliomas (Figura 1A), com reducao de 24% na concentragdo de 200 ug/mL e 56%
na concentagcdo de 500 ug/mL. Com o tratamento durante o periodo de 48 e 72
horas observou-se reducao na viabilidade celular a partir da concentracéo de 100
Mg/mL, com reducdo de 36% e 25%, respectivamente (Figuras 1B-C). Nas
maiores concentracdes a reducdo da viabilidade celular variou de 60 a 66%
(Figuras 1B-C). Esses resultados demonstram que o CEC apresentou efeito
citotoxico frente a linhagem de GB C6 de modo concentracdo-dependente.
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Figura 1. Analise citotoxica do extrato aquoso de Cecropia pachystachya (CEC),
nos tempos de 24, 48 e 72h, sobre linhagem de glioblastoma C6. Dados
expressos como média + erro padrdo, analisados por ANOVA seguido de post-

hoc de Tukey. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando
P<0,05 (***).
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Figura 2. Andlise do tamanho do tumor. Volume total em mm?3 determinado
usando o software ImageJ (n = 4-5). Os dados foram analisados pelo teste t de
Student. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando P<0,05

(*).

Os resultados foram também promissores no protocolo in vivo, onde o
tratamento com CEC reduziu aproximadamente 62% no tamanho do tumor. Até o
presente momento, ndo ha relatos na literatura avaliando o efeito antitumoral de
CEC sobre modelo pré-clinico de GB. Seu efeito sobre linhagens de GB também
€ pouco explorado, no entanto, outros tipos de extratos de Cecropia pachystachya
demonstraram efeito citotéxico frente a linhagem de leucemia e céancer de
prostata (ARAGAO et al., 2013; ROSA et al., 2020). Além disso, CEC possui em
sua composicado isoorentina e &cido clorogénico, compostos cujos efeitos
citotoxicos foram demonstrados em diferentes linhagens celulares (XU et al.,

2020), tendo o &cido clorogénico demonstrado esse efeito em linhagem de GB
(XUE et al., 2017).

4. CONCLUSOES

O presente estudo é o primeiro a relatar o efeito antitumoral de CEC sobre
modelo pré-clinico de GB. Esse efeito foi observado tanto in vitro e in vivo por
meio da reducdo da viabilidade celular de linhagem de glioma C6, bem como
induzindo significativa redugédo do tamanho do tumor de animais submetidos ao
modelo pré-clinico de GB. Somados, os resultados sugerem que CEC é um

promissor alvo de pesquisa como possivel integrante no arsenal terapéutico frente
ao GB.
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