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Resumo 

SILVEIRA, Larissa Menezes. Efeito antitumoral e modulação do status redox do 
extrato de Rubus sp. (amora-preta) em linhagens celulares de glioblastoma. 2024. 
Nº 62f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e 
Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas. 
 
O glioblastoma (GBM) é um tumor cerebral altamente maligno devido ao seu 
comportamento agressivo, manifestado por uma intensa atividade de divisão celular, 
habilidade de formação de novos vasos sanguíneos e propensão à invasão nos 
tecidos circundantes, sendo comum observar uma resposta frequentemente limitada 
ao tratamento oncológico convencional. Ademais, a combinação da agressividade 
do tumor com as opções limitadas de tratamento resulta em uma taxa de sobrevida 
baixa para os pacientes, entre 12 a 15 meses. Nessa perspectiva, Rubus sp. 
(amora-preta) faz-se alvo de estudos como uma alternativa terapêutica para o 
tratamento do GBM, tendo em vista sua rica composição em compostos bioativos 
com propriedades antioxidantes e antineoplásicas já descritas em outras neoplasias. 
Dessa forma, o presente estudo teve como propósito investigar o potencial 
antitumoral do extrato metanólico de amora-preta em relação às linhagens de glioma 
de rato (C6) e humana (U87). Células das linhagens de glioma C6 e U87 foram 
expostas ao extrato metanólico de amora-preta em concentrações variando de 125 a 
2000 µg/mL, ao longo de períodos de 24 h, 48 h e/ou 72 h. Foram avaliadas 
viabilidade e biomassa celular, nas linhagens cancerígenas e em cultura primária de 
astrócitos. Ainda, parâmetros de estresse oxidativo, formação de colônias, 
proliferação e migração celular, além dos níveis de interleucina 10, foram avaliados 
na linhagem C6. Inicialmente, não foram observadas alterações de viabilidade ou 
biomassa celular em culturas de astrócitos saudáveis expostas ao extrato de amora-
preta, indicativo de sua não toxicidade. Por outro lado, o extrato de amora-preta, 
para a linhagem C6, reduziu a viabilidade e biomassa celular a partir das 
concentrações de 750 µg/mL e 500 µg/mL respectivamente, e para a linhagem U87, 
nas concentrações de 125-2000 µg/mL. Após 72h de tratamento, observou-se na 
linhagem C6 uma redução de espécies reativas em todas as concentrações 
testadas, um aumento no conteúdo de sulfidrilas nas concentrações de 1500 e 2000 
µg/mL, bem como, elevação da atividade das enzimas glutationa S-transferase, 
superóxido dismutase e catalase nas três maiores concentrações. Quanto à 
formação de colônias, observou-se uma redução em tamanho e número na C6. 
Referente à migração celular, foi observada uma atenuação a partir de 6 h de 
tratamento com 125 µg/mL do extrato de amora-preta. Ademais, observou-se uma 
redução expressiva dos níveis de interleucina 10 em todas as concentrações 
testadas. Assim, o extrato de amora-preta emerge como um promissor composto na 
abordagem terapêutica do GBM.  
 
Palavras-chave: câncer; glioblastoma; amora-preta; antioxidante. 
 

 

 

 

 



Abstract 

SILVEIRA, Larissa Menezes. Antitumor effect and redox status modulation of Rubus 
sp. (blackberry) extract in glioblastoma cell lines. 2024. Nº 62f. Dissertation (Master 
degree) - Post-graduation Program in Biochemistry and Bioprospecting. Federal 
University of Pelotas. 
 
Glioblastoma (GBM) is a highly malignant brain tumor due to its aggressive behavior, 
manifested by intense cell division activity, the ability to form new blood vessels, and 
a tendency to invade surrounding tissues, with a common observation of frequently 
limited response to conventional oncological treatment. Furthermore, the combination 
of tumor aggressiveness with limited treatment options results in a low survival rate 
for patients, between 12 to 15 months. In this perspective, Rubus sp. (blackberry) 
has become the subject of studies as a therapeutic alternative for GBM treatment, 
considering its rich composition of bioactive compounds with well-described 
antioxidant and antineoplastic properties in other neoplasms. Thus, the present study 
aimed to investigate the potential antitumoral effects of blackberry methanolic extract 
regarding rat (C6) and human (U87) glioma cell lines. Cells from C6 and U87 glioma 
cell lines were exposed to blackberry methanolic extract at concentrations ranging 
from 125 to 2000 µg/mL for 24 h, 48 h, and/or 72 h. Cell viability and biomass were 
evaluated in cancer cell lines and primary culture of astrocytes. Additionally, 
parameters of oxidative stress, colony formation, cell proliferation, and migration, as 
well as interleukin 10 levels in the C6 cell line were assessed. Initially, no changes in 
viability or cell biomass were observed in cultures of healthy astrocytes exposed to 
blackberry extract, indicating its non-toxic nature. On the other hand, blackberry 
extract, for the C6 cell line, reduced cell viability and biomass from concentrations of 
750 µg/mL and 500 µg/mL respectively, and for the U87 cell line, at concentrations of 
125-2000 µg/mL. After 72 hours of treatment, a reduction in reactive species was 
observed in the C6 cell line at all tested concentrations, an increase in sulfhydryl 
content at concentrations of 1500 and 2000 µg/mL, as well as an elevation in the 
activity of the enzyme’s glutathione S-transferase, superoxide dismutase, and 
catalase in the three highest concentrations. Regarding colony formation, a reduction 
in size and number was observed in C6 cells. Regarding cell migration, an 
attenuation was observed after 6 hours of treatment with 125 µg/mL of blackberry 
extract. Furthermore, a significant reduction in interleukin 10 levels was observed at 
all tested concentrations. Thus, blackberry extract emerges as a promising 
compound in the therapeutic approach to GBM. 
 
Keywords: cancer; glioblastoma; blackberry; antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO 

O glioblastoma (GBM) é um tumor extremamente agressivo que afeta o 

sistema nervoso central (SNC). O GBM apresenta uma incidência mundial baixa, 

que, no entanto, cresce conforme o avançar da idade. Dentre as grandes 

problemáticas desse tipo de tumor destaca-se o prognóstico extremamente ruim e 

uma baixa taxa de sobrevida, tornando-o um problema de saúde pública (Hanif et 

al., 2017). O GBM é classificado, de acordo com a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), como um glioma astrocítico difuso IDH (isocitrato desidrogenase) - tipo 

selvagem e H3-tipo selvagem, de grau 4 (Chen; Han; Dahiya, 2022), devido a 

características como elevada atividade mitótica e capacidade de angiogênese, 

quimiorresistência, heterogeneidade e padrões infiltrativos (Uddin et al., 2020).  

A fisiopatologia do GBM é multifatorial e complexa, envolvendo parâmetros de 

estresse oxidativo e inflamatórios, bem como diferentes sistemas de sinalização 

cujas alterações ainda não são completamente elucidadas (Bona et al., 2022). 

Dentre os sintomas descritos associados ao GBM estão a fraqueza, dormência e 

alterações na visão e fala, e em casos avançados da doença, são relatados 

disfunção executiva, alterações de humor, fadiga e perdas de memória 

especialmente devido a presença de tumores no lobo frontal e temporal (Alexander; 

Cloughesy, 2017). 

Na atualidade, o GBM conta com uma abordagem terapêutica caracterizada 

pela ressecção cirúrgica máxima, quando plausível, seguido pelo tratamento com 

radioterapia combinado a utilização do quimioterápico temozolamida (TMZ). O TMZ 

atua induzindo alterações genéticas que ocasionam parada do ciclo celular e 

consequente apoptose das células tumorais, entretanto, diferentes vias moleculares 

podem promover o reparo das células cancerígenas e assim acarretando células 

resistentes ao fármaco (Tomar et al., 2021). Além da quimiorresistência, outro 

desafio para o tratamento do GBM é o elevado custo envolvido na aplicação da 

terapia atual, tanto do fármaco referência quanto de versões genéricas do mesmo 

(Gu et al., 2023). 

Diante do exposto, torna-se evidente a importância da ampla investigação de 

novas alternativas terapêuticas para o GBM. Os benefícios para a saúde da prática 

do consumo regular de frutas e vegetais são populares, dada sua composição rica 

em nutrientes, características sensoriais e o potencial protetor de seus compostos 
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contra diversas doenças, incluindo diversos tipos de câncer (Cosme et al., 2022). 

Neste contexto, destacam-se as frutas vermelhas, como Rubus sp. (amora-preta), 

que apresenta composição rica em variados fitoquímicos do tipo fenólico os quais 

lhe conferem elevada atividade biológica, em especial as antocianinas que são 

potentes antioxidantes responsáveis pela cor característica do fruto (Cosme et al., 

2022).  

Diversos estudos já relataram o potencial antioxidante e anticancerígeno de 

compostos polifenólicos derivados de frutas, como o extrato de amora, via 

mecanismos epigenéticos no câncer colorretal humano (Tatar; Varedi; 

Naghibalhossaini, 2021), efeito antioxidante preventivo em danos associados à 

neuroinflamação (Soares et al., 2021), e ainda como moduladores da resposta 

imune (Domínguez-avila et al., 2022). Nesse contexto, um importante indicador 

analisado é o nível de espécies reativas de oxigênio (ERO), uma vez que já é 

conhecido seu papel na estabilidade celular, bem como a correlação entre a geração 

dessas espécies e a progressão tumoral. No GBM, a produção dessas espécies é 

alta e está correlacionada com alterações no ciclo celular, progressão tumoral e 

resistência a drogas (Olivier et al., 2021). 

Portanto, considerando as limitações terapêuticas para o tratamento do GBM 

e as promissoras propriedades dos polifenóis, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar o efeito antitumoral do extrato metanólico de amora-preta frente às 

linhagens de glioma de rato (C6) e humana (U87), e o possível envolvimento do 

status redox. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial efeito antitumoral e antioxidante do extrato metanólico de 

amora-preta em células de glioma de rato (C6) e humana (U87). 

 

2.2 Objetivos específicos  

• Avaliar a atividade citotóxica do extrato de amora-preta sobre cultivo primário de 

astrócitos mediante análise da viabilidade e biomassa celular; 

• Avaliar a viabilidade e biomassa celular de linhagem de glioma de rato (C6) e 

humana (U87) tratadas com o extrato de amora-preta; 

• Avaliar a atividade do extrato de amora-preta sobre a formação de colônias, 

migração e adesão celular em linhagem de glioma de rato (C6); 

• Avaliar marcadores de estresse oxidativo em linhagem de glioma de rato (C6) 

exposta ao extrato de amora-preta; 

• Avaliação de marcador inflamatório em linhagem de glioma de rato (C6) exposta 

ao extrato de amora-preta. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Câncer 

 Câncer, termo popularmente conhecido, compreende um conjunto de mais de 

100 doenças, as quais apresentam como similaridade o crescimento desordenado 

de células que se difundem em outras partes do corpo e originam os tumores (Inca, 

2022). Esse crescimento desordenado advém em resultado de fatores genéticos ou 

epigenéticos que provocam disfunção celular via alterações como as mutações 

genéticas hereditárias, exposição à radiação e até mesmo infecções virais. O 

conjunto de alterações desse tipo acarretará modificações nos processos de 

diferenciação e morte celular (Lewandowska et al., 2019). 

Recentemente, Brown et al. (2023) sugeriram um acréscimo a definição 

usualmente utilizada, e acima citada, para o termo câncer, sendo esta: “O câncer é 

uma doença de proliferação descontrolada por células transformadas sujeitas a 

evolução por seleção natural”. Ou seja, os autores sugerem que além do fator 

crescimento celular desordenado comumente relatado, outro fator de grande 

influência para o surgimento das neoplasias seriam as modificações celulares 

genéticas e epigenéticas que acarretam conjuntamente no fenótipo letal da doença 

(Brown et al., 2023; Kulkarni et al., 2023). 

 A incidência mundial do câncer encontra-se em significativa elevação de 

acordo com estimativas publicadas pela OMS. Para o ano de 2040 estimam-se 28,4 

milhões de novos casos, um aumento de quase 50% em relação ao ano de 2020 

(Sung et al., 2021). A probabilidade de exacerbada elevação de casos e do índice de 

mortalidade são atribuídas fortemente a transições demográficas, com o aumento da 

expectativa de vida, e epidemiológicas, com a redução de mortes por doenças 

infecciosas e crescimento por doenças crônicas (Wild; Weiderpass; Stewart, 2020). 

 Tendo em vista a agressividade das diferentes neoplasias existentes, bem 

como a elevação do número de casos, se fez necessária a implementação de um 

conjunto de ações a nível governamental voltadas para o seu controle e atenuação, 

sendo algumas dessas, o controle de exposição a fatores de risco, diagnóstico 

precoce, terapêuticas paliativas e curativas (Inca, 2022). A vigência de forma 

eficiente de tais medidas é visualizada em países com alto índice de 

desenvolvimento humano, entretanto países em baixo e médio desenvolvimento 



15 
 

carecem de uma melhor utilização de recursos para o estabelecimento eficaz de tais 

medidas (Inca, 2022). 

 As neoplasias podem ser classificadas de acordo com a região de 

crescimento tumoral, no presente trabalho destaca-se as neoplasias do SNC, em 

especial os gliomas de alto grau. A incidência dos gliomas varia de acordo com a 

idade, sexo, raça e região geográfica, e segundo o Instituto Nacional de Câncer 

(INCA) a estimativa de novos casos para cada ano de 2023 a 2025, no Brasil, é de 

6.110 casos em homens e 5.380 em mulheres ou, 5,80 novos casos em homens e 

4,85 em mulheres a cada 100 mil habitantes (Inca, 2022). Apesar da baixa 

incidência dessa classe de câncer, o índice de mortalidade de pacientes acometidos 

por gliomas de alto grau, é elevado, o que é indicativo de um prognóstico 

demasiadamente negativo (Hanif et al., 2017). 

 

3.2 Gliomas 

A OMS classifica as neoplasias do SNC em grupos, e um deles abrange os 

gliomas, tumores glioneuronais e neuronais. Dentro desse conjunto, os gliomas são 

os tumores primários mais comuns no SNC. Até a 4ª edição da classificação dos 

tumores, publicada no ano de 2016, a OMS classificava os gliomas 

histologicamente, baseando-se nas semelhanças morfológicas das células tumorais 

com células gliais não neoplásicas e a presença de características arquitetônicas 

determinadas (Riemenschneider et al., 2010). Com a publicação da 5ª edição, em 

2021, da classificação dos tumores, os gliomas sofreram alterações conceituais, pois 

novas descobertas possibilitaram o aperfeiçoamento dessa classificação com base 

em modificações moleculares (Whitfield; Huse, 2022). Sendo assim, atualmente, os 

gliomas se diferenciam de acordo com a faixa etária (em glioma difuso tipo-

pediátrico ou tipo-adulto), padrão de crescimento (em difuso ou circunscrito) e grau 

de malignidade (de 1 a 4) segundo as alterações genéticas exibidas pelo paciente 

(Osborn et al., 2022). 

 O GBM pertence a classe dos gliomas difusos do tipo-adulto, destacando-se 

como biomarcador molecular fundamental a mutação tipo selvagem da enzima 

isocitrato desidrogenase (IDH) (Stewart et al., 2022). Um tumor para ser 

caracterizado como IDH-tipo selvagem deve apresentar ao menos um dos seguintes 

critérios: (1) proliferação microvascular, (2) necrose, (3) mutação do promotor do 

gene que codifica a transcriptase reversa da telomerase (TERT) (4) amplificação do 
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gene do receptor de crescimento epidérmico (EGFR) ou (5) modificação numérica de 

cópias cromossômicas +7/-10. Portanto, a presença de qualquer um dos critérios 

acima citados, classifica um glioma astrocítico difuso como GBM (Osborn et al., 

2022). 

O microambiente tumoral do GBM é caracterizado por inúmeras mutações e 

composto por uma população heterogênea de células (Figura 1), sendo essas, 

células estromais, células imunes, moléculas sinalizadoras e a matriz extracelular 

circundante (Schiffer et al., 2019; Dapash et al., 2021). Ainda, destaca-se o dano 

oxidativo, o que influi em alterações bioquímicas e moleculares substanciais para o 

desenvolvimento e progressão do tumor, uma vez que o SNC apresenta elevada 

atividade metabólica e é especialmente vulnerável aos danos causados pelos 

radicais livres (Ramírez-Expósito; Martínez-Martos, 2019). 

Figura 1 – Microambiente tumoral do GBM 

 
 

Fonte: Adaptado de (Dapash et al., 2021). 

 

3.3 Estresse oxidativo e a progressão do glioblastoma  

O estresse oxidativo se caracteriza como “um desequilíbrio entre compostos 

oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupção da 

sinalização e controle redox e/ou dano molecular” (Sies, 2020). Tais compostos são 

correlacionados especialmente ao desenvolvimento e progressão de neoplasias, 
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uma vez que exercem efeito deletério a funcionalidade do DNA, promovem oxidação 

de proteínas, bem como, peroxidação lipídica das membranas celulares e 

estimulação de mutações genéticas (Ramírez-Expósito; Martínez-Martos, 2019). 

Os compostos pró-oxidantes são moléculas instáveis e altamente reativas 

devido a presença de elétrons desemparelhados em sua estrutura.  As espécies 

mais relatadas são, (1) espécies reativas de oxigênio (ERO) e (2) espécies reativas 

de nitrogênio (ERN), as quais podem ser provenientes de exposição à radiação UV, 

subprodutos de reações catalisadas por metais, geradas por células do sistema 

imune em um estado inflamatório, dentre outros (Valko et al., 2006). Esses 

compostos apresentam dubiedade de função a variar de acordo com sua 

concentração, em baixas concentrações exercem papel protetivo frente a ocorrência 

de infecções, entretanto quando em elevadas concentrações, como acima citado, 

atuam de forma deletéria frente ao sistema biológico (Neha et al., 2019). 

Dessa forma, a fim de evitar uma concentração exacerbada de ERO/ERN, 

existem os antioxidantes endógenos, enzimáticos ou não enzimáticos, e também os 

exógenos, ambos de suma importância para preservação do correto funcionamento 

celular.  O sistema antioxidante enzimático endógeno é constituído, sobretudo, pelas 

enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx), enquanto o não enzimático por compostos como, ácido lipóico, glutationa e 

bilirrubina (Neha et al., 2019). Os antioxidantes exógenos são provenientes da dieta 

alimentar ou suplementação específica, como exemplo, os compostos polifenólicos, 

o licopeno, a curcumina, chás, entre outros (Baek; Lee, 2016).  

No GBM o nível de ERO se encontra elevado, sendo evidenciadas como 

importantes influenciadoras na progressão tumoral, visto sua correlação com a 

proliferação, diferenciação e morte celular (Salazar-Ramiro et al., 2016). Para uma 

melhor compreensão do impacto dessas espécies no ambiente tumoral e na 

progressão do glioma, são utilizadas diferentes linhagens celulares, cada qual com 

suas limitações. A correta escolha de linhagem celular nos testes iniciais é vital para 

o avanço da pesquisa e geração de dados confiáveis, que se reproduzam em 

ensaios clínicos (Giakoumettis; Kritis; Foroglou, 2018). 

A linhagem celular de câncer C6, proveniente de gliomas de ratos, é 

altamente utilizada em modelos experimentais visto sua capacidade de similar 

características do GBM humano, como, elevada taxa de crescimento, de 

vascularização e capacidade infiltrativa (Giakoumettis; Kritis; Foroglou, 2018). 
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Estudos in vitro que utilizaram essa linhagem celular demostraram a alteração de 

marcadores de estresse oxidativo, como, elevação do teor de ERO, redução do teor 

de sulfidrilas e nitritos, bem como, redução da atividade das enzimas antioxidantes 

SOD, CAT e glutationa S-transferase (GST) (Bona et al., 2019).  

Outra linhagem comumente utilizada em estudos in vitro, é a linhagem celular 

de glioma humano U87, a qual exibe elevada capacidade migratória e invasiva. Essa 

linhagem apresenta alterações em parâmetros de estresse oxidativo já descritos na 

literatura, como por Feng et al. (2016), em seu estudo in vitro, onde observaram 

elevação do nível de ERO e malonaldeído, indicador de peroxidação lipídica, e 

redução na expressão de isoformas da enzima SOD (Feng et al., 2016). 

Ademais, na literatura, já foram documentadas variações nos parâmetros 

oxidativos em indivíduos acometidos pelo GBM. Em estudo, conduzido por Arslan et 

al. (2011), foram observadas alterações na atividade das enzimas CAT e anidrase 

carbônica em pacientes com gliomas malignos. No mesmo estudo, a presença de 

níveis reduzidos de CAT e elevados de anidrase carbônica foram correlacionados a 

uma maior incidência desses tumores (Arslan et al., 2011).  

Vujotić et al. (2020), em seu estudo com indivíduos portadores de tumor 

cerebral e hidrocefalia, também destacaram a presença de estresse oxidativo como 

fator de grande influência no desenvolvimento das patologias. Isso foi evidenciado 

pela elevação na atividade das enzimas SOD e nos níveis de glutationa (GSH), 

juntamente com uma redução na atividade de CAT, GST e na concentração de 

grupos sulfidrila (Vujotić et al., 2020). 

Nesse contexto, é relevante destacar a associação entre o estado inflamatório 

crônico e o desenvolvimento de neoplasias. A inflamação é caracterizada como uma 

resposta de defesa do organismo a danos, como infecções ou lesões. Durante esse 

processo, ocorre a liberação excessiva de ERO/ERN, as quais podem causar 

prejuízo ao DNA e outras proteínas, conforme mencionado anteriormente (Murata, 

2018). Além das espécies reativas, outras moléculas mediadoras da inflamação 

estão envolvidas na progressão das neoplasias, como as citocinas. A interleucina 10 

(IL-10) é uma citocina produzida em abundância pelo sistema imunológico, 

apresentando função imunossupressora, favorecendo a proliferação de células 

tumorais e a metástase através do bloqueio da atividade do fator de necrose tumoral 

(TNF), IL-2 e IL-12 (Khandia; Munjal, 2020). Logo, ao ponderarmos a significativa 

implicação dos parâmetros de estresse oxidativo extensivamente relatadas no GBM, 
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é de grande valia considerar esses indicadores como alvos nas inovações 

terapêuticas em desenvolvimento. 

 

3.4 Diagnóstico e terapêuticas atuais  

O diagnóstico do GBM é realizado por meio da identificação de aspectos 

clínicos, sendo esses decorrentes da falha de atividades exercidas pela área do 

cérebro atingida, variando de fraqueza, fadiga, alterações na fala e visão, até perdas 

de memória e quadros convulsivos, em conjunto a exames de imagem (Alexander; 

Cloughesy, 2017). As imagens, obtidas por ressonância magnética, permitem a 

identificação do local e tamanho do crescimento tumoral, bem como, auxiliam na 

escolha da abordagem terapêutica. Ademais, relatos recentes sugerem o 

diagnóstico precoce via biomarcadores não invasivos, como os RNAs circulares 

derivados de vesículas extracelulares séricas (Stella et al., 2021), os quais 

encontram-se ainda em investigação. 

Atualmente, o GBM conta com uma abordagem terapêutica multimodal, 

incluindo ressecção cirúrgica, aplicação de radioterapia e quimioterapia com a 

utilização do fármaco TMZ, o qual apresenta natureza lipofílica permitindo a sua 

passagem facilitada pela barreira cérebro-sangue, entretanto essa neoplasia ainda 

não apresenta um tratamento curativo (Mohile et al., 2022). Ainda, o tratamento 

convencional muitas vezes se torna ineficaz, visto que o GBM comumente adquiri 

resistência ao TMZ devido à alteração na expressão de proteínas alquilantes, 

enzimas de reparo do DNA e em vias de sinalização celular, envolvidas na 

proliferação, migração e morte celular (Lohitesh et al., 2018; Xu et al., 2022). A 

associação de sua agressividade junto a limitação terapêutica culmina em uma baixa 

taxa de sobrevida, em torno de 5,5% em cinco anos (Uddin et al., 2020).Além disso, 

o TMZ não afeta somente as células cancerígenas, apresentando também efeitos 

deletérios para as células saudáveis do SNC. A mielotoxidade é um efeito 

secundário a terapia, sendo essa uma toxidade hematológica de elevada letalidade 

(Robins et al., 2019), além de apresentações clínicas como náusea e fadiga 

(Whitelaw, 2019).  

 

3.5 Amora-preta 

Há mais de três décadas o campo de pesquisa das propriedades medicinais 

das plantas está em crescimento (Corrêa et al., 2014), de modo que a utilização de 
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medicamentos derivados de produtos naturais para o tratamento de neoplasias já é 

copiosamente explorada (Newman; Cragg, 2020). Alguns quimioterápicos a base de 

plantas já são utilizados comercialmente, dentre esses: (a) Paclitaxel, obtido a partir 

da casca do Teixo, empregado para o tratamento do câncer de mama (Samaan et 

al., 2019); (b) Etoposídeo, um fármaco semissintético sintetizado a partir da 

podofilotoxina obtida da resina da planta Podophyllum peltatum, usual no tratamento 

de câncer de pulmão (Bailly, 2023); e (c) Vimblastina, alcaloide proveniente das 

partes aéreas de Catharanthus roseus, amplamente utilizado (Haque et al., 2018). 

Nesse contexto, estudos epidemiológicos relatam um efeito protetor do 

consumo de frutas vermelhas na incidência de doenças crônicas, incluindo diversos 

tipos de câncer (Cosme et al., 2022; Manganaris et al., 2013), efeito relacionado à 

alta carga de compostos antioxidantes presentes nestas frutas, especialmente e em 

maior concentração os compostos fenólicos, tais como taninos, ácidos fenólicos e 

antocianinas (Cosme et al., 2022). 

A amora-preta pertencente ao gênero Rubus sp. da família Rosacea (Figura 

2), é um exemplo conhecido do grupo dos frutos vermelhos (Raseira et al., 2022). A 

composição do extrato metanólico desse fruto foi analisada por Chaves et al. (2020), 

através da determinação fitoquímica dos compostos bioativos, sendo esses, 

conteúdo fenólico total e conteúdo total de antocianinas, obtendo-se 

respectivamente os valores de 111,53 mg e 10,56 mg por grama de extrato seco. 

Ainda, identificaram-se quatro fragmentos de antocianinas, as quais foram cianidina-

O-galactosídeo, cianidina-O-glucosídeo, cianidina-O-rutinosídeo, pelargonidina-O-

glicosídeo e cianidina-O-malonilhexosídeo (Chaves et al., 2020). 

Figura 2 – Amora-preta 

 
Fonte: Raseira et al., 2022. 
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Os frutos da amora-preta são comercializados, e cada vez mais consumidos, 

em sua forma fresca e processada (Diaconeasa et al., 2019). Ademais, extratos dos 

frutos da amora-preta têm sido extensivamente exploradas quanto a seus potenciais 

farmacológicos, dentre os quais já foram evidenciados potencial antioxidante e 

anticolinesterásico (Mello et al., 2023), anticancerígeno (Kristo; Klimis-Zacas; 

Sikalidis, 2016) e anti-inflamatório (Velde et al., 2019). Tais propriedades, em 

especial a antioxidante, apresentam caráter protetivo frente a ocorrência de doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT), como os gliomas, visto a correlação entre o 

estado de estresse oxidativo com o surgimento e progressão dessas doenças 

(Borjan et al., 2020). 

À vista disso, encontra-se fomentado o campo de pesquisa para a elucidação 

dos mecanismos de ação pelos quais a amora-preta, bem como seus constituintes, 

promovem efeitos biológicos desfavoráveis a ocorrência e progressão de patologias. 

Diferentes autores referenciam a relação entre as atividades biológicas dos 

compostos fenólicos e a redução de ERO, via modulação positiva das enzimas 

antioxidantes SOD e CAT (Yahfoufi et al., 2018), efeito sequestrante de radicais 

livres (Antonijević et al., 2022), capacidade quelante de íons metálicos (Żurek et al., 

2022), bem como, a modulação de fatores de transcrição como o Nrf2 

(Shahcheraghi et al., 2022).  

Recentemente, Gil-Martínez et al. (2023) relataram os diferentes potenciais do 

extrato de amora-preta em seu estudo in vitro, apontando elevada capacidade 

antioxidante em células endoteliais, potencial antimicrobiano e anti-inflamatório, 

além de, atividade antiproliferativa contra diferentes linhagens celulares de 

carcinoma colorretal (Gil-Martínez et al., 2023). Consoante a tal, Chaves et al. (2020) 

relataram efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios do extrato de amora, e ainda 

propriedades neuroprotetoras, em seu modelo in vivo de mania induzida por 

cetamina. Ademais, em modelo in vitro Sánchez-Velázquez et al. (2020) 

descreveram a atividade antiglioma de frações enriquecidas de antocianinas 

provenientes de amoras, entretanto a literatura que relaciona o extrato desse fruto a 

modelos de GBM ainda é escassa. 

Nesse cenário, uma característica de grande relevância sobre os compostos 

fenólicos crescentemente relatada em modelos experimentais, é a capacidade dos 

mesmos de atravessar a barreira cérebro-sangue e exercerem atividades 

neuroprotetoras (Rashid et al., 2014; Velásquez-Jiménez et al., 2021). Sendo que 
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algumas moléculas apresentam a capacidade de permear a barreira cérebro-sangue 

em sua forma íntegra, enquanto outras geram derivados que apresentam atividades 

biológicas (Figueira et al., 2017). 

Por fim, é pertinente destacar que o grande interesse na geração e 

exploração de produtos naturais como possíveis terapêuticas antineoplásicas 

também se fundamente em sua elevada acessibilidade e reduzida citotoxicidade 

(Hashem et al., 2022). No contexto deste trabalho, em particular, destaca-se o baixo 

potencial citotóxico dos extratos de frutas vermelhas e de seus compostos 

majoritários em células cerebrais saudáveis, conforme evidenciado em estudos in 

vitro conduzidos por nosso grupo de pesquisa (Bona et al., 2019; Da Silveira et al., 

2021). Diante do exposto, torna-se evidente a importância da investigação do 

potencial antitumoral e antioxidante do extrato de amora-preta frente ao GBM.  
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4 MANUSCRITO 

Os resultados incluídos nesta dissertação são apresentados na forma de 

manuscrito. Os elementos Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências do manuscrito seguem a estrutura conforme as normas da 

revista à qual foi submetido: Metabolic Brain Disease. 
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Abstract 

 

Glioblastoma is the most aggressive neoplasm that affects the central nervous system, presenting therapeutic 

limitations due to resistance to common medications. Therefore, the search for therapeutic alternatives is 

necessary. In this study, we focused on the therapeutic potential of methanolic blackberry extract (Rubus sp.) 

against rat C6 and human U87 glioma cell lines, given the antioxidant and antitumor capacity of this fruit extract 

already described against other neoplasms. Furthermore, we evaluated the effect of the extract against the 

primary culture of astrocytes. Cells were exposed to blackberry extract at 125 to 2.000 µg/mL concentrations for 

4, 6, 24, 48, or 72h. Then, cell viability and biomass, cell migration, colony formation, interleukin levels, and 

oxidative stress were evaluated. Our results demonstrated the selective cytotoxic effect of blackberry extract, 

reducing the viability and biomass in both glioma lines, without effects against the primary culture of astrocytes. 

The level of reactive oxygen species was significantly reduced in all concentrations tested, and in parallel, an 

increase in the activity of the antioxidant enzymes glutathione-s-transferase, superoxide dismutase, and catalase 

was observed. Furthermore, we observed that the treatment reduced the capacity for cell migration, formation, 

and growth of tumor colonies, and the levels of interleukin-10. Based on our data, we can suggest the 

antitumorigenic potential of blackberry extract and thus encourage the field of research for future studies using 

in vivo models of glioma. 

 

Keywords: Cancer; Glioblastoma; Red fruits; Antioxidant. 
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1. Introduction 

Glioblastoma (GBM) is an extremely aggressive tumor that affects the central nervous system (CNS) 

classified as a diffuse, astrocytic glioma IDH-wildtype and H3-wildtype, grade IV (Chen et al. 2022). This 

cancer has a low survival rate, of 5.5% at five years, due to its high mitotic activity and capacity for 

angiogenesis, chemoresistance, heterogeneity, and infiltrative patterns, which culminate in a poor prognosis 

(Uddin et al. 2022).  The pathophysiology of GBM is multifactorial, involving oxidative stress and inflammation 

markers with the involvement of several signaling systems (Bona et al. 2022). Currently, this disease has a 

multimodal therapeutic approach, including surgical resection, radiotherapy, and chemotherapy using 

temozolomide (TMZ). However, the effectiveness of such measures is low, since resistance to TMZ is common, 

correlated to enzymatic changes, cell cycle advancement, and apoptosis processes, as well as causing a variety of 

side effects (Ou et al. 2021). 

Reactive oxygen species (ROS) is an important biomarker study in the GBM context, since its role in 

cell stability is already known, as well as the correlation between the generation of these species and tumor 

progression. In GBM the production of ROS is high and is correlated with alterations in the cell cycle, tumor 

progression, and drug resistance (Olivier et al. 2021). So, confronted by the myriad challenges of the GBM, in 

association with high ROS levels, new therapeutic alternatives have been widely investigated, especially 

compounds with selective cytotoxic effects on tumor cells. 

The benefits, and practice, of regular fruit consumption for health, are popular, given their nutrient-rich 

composition, sensory characteristics, and the protective potential of their compounds against different diseases. 

In this context, stand-out red fruits, among these, the blackberries (Rubus sp.) are known to be rich in different 

bioactive compounds, especially polyphenols (Cosme et al. 2022). Many researchers have reported the 

antioxidant and anticancer potential of polyphenolic compounds fruit-derived, like as blackberry extract, via 

epigenetic mechanisms in human colorectal cancer (Tatar et al. 2021), preventive antioxidant effect in damage 

associated with neuroinflammation (Soares et al. 2021), and have been described as immune response 

modulators (Domínguez-Avila et al. 2022). 

Therefore, considering the therapeutic limitations for the treatment of GBM and the properties of 

polyphenols, the aim of this study was to investigate the antitumor potential of a methanolic blackberry extract 

against C6 rat and U87 human, glioma cells and evaluate some inflammatory parameters associated with 

oxidative stress. 
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2. Material and Methods 

2.1 Blackberry extract 

Blackberries (Rubus sp.) were obtained from the Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária de 

Clima Temperado (EMBRAPA), located in the Pelotas/RS (31º40 ° 47″S and 52º26° 24″W). After collection, 

the fruits were stored at -20 °C until extraction. The extract was prepared as described in Chaves et al. (2020). 

Briefly, frozen fruits were sonicated for 60 min at room temperature in methanol. Following extraction, the 

samples were filtered and placed in a freezer for 24h, after the methanol was removed by rotary evaporation, and 

the subject product was lyophilized. 

2.2 Animals and ethical procedures 

 Wistar rats were obtained from the Central Animal House of UFPel, and our protocols complied with 

the Brazilian Guidelines for the Care and Use of Animals in Scientific Research Activities (DBCA), which is by 

the expectations described by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA). All 

procedures involving animal models were approved by the Animal Ethics and Experimentation Committee of the 

Federal University of Pelotas (UFPel) under protocol number CEEA (31292-2018). 

2.3 Cell culture 

 C6 rat (CCL-107) and U87MG human (HTB-14) glioma cells were obtained from the American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). The cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM), containing penicillin/streptomycin (100 U/L), fungizone (0.1%), supplemented with 10% 

fetal bovine serum (FBS) and maintained in an incubator at 37 °C and 5% CO2 (Bona et al. 2019). To perform a 

primary astrocyte culture, the cerebral cortex of male neonatal Wistar rats was removed and the astrocytes were 

isolated (Gottfried et al. 1999; Pedra et al. 2018; Bona et al. 2019). Astrocytes were seeded at a density of 3 × 

104 cells per well in 96-well plates and incubated in a CO2 incubator for 4 h, after which the medium was 

changed. Medium changes were performed every 5 days until cell maturation (15-20 days) and all cells were 

grown under controlled conditions at 37 °C, in 5% CO2 and appropriate humidity (Gottfried et al. 1999; Pedra et 

al. 2018; Bona et al. 2019). 

2.4 Blackberry extract treatments  

The blackberry extract was dissolved in sterile water at a concentration of 10 mg/mL (stock solution) 

and then diluted in DMEM with 10% FBS to produce a series of concentrations, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 

and 2000 µg/mL. C6 glioma cells were seeded at a density of 5 × 103 cells in 96-well plates, 2 × 104 cells in 24-
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well plates, 2 x104 cells in 12-well plates, and 3 × 105 cells in 6-well plates for analysis of cytotoxicity, 

clonogenicity, cell migration, and oxidative stress parameters, respectively. U87 glioma cells were seeded at a 

density of 5 × 103 cells in 96-well plates for analysis of cytotoxicity. Astrocytes were seeded in 96-well plates 

and cell cultures were treated with blackberry extract (500-2000 µg/mL) for 72 h. Cells exposed to the DMEM 

medium were used as the control. 

2.5 Viability assay 

Cell viability was determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) assay as previously humidity (Gottfried et al. 1999; Pedra et al. 2018; Bona et al. 2019). Cell biomass 

was determined using the sulforhodamine B (SRB) assay as previously described (Pauwels et al. 2003). 

 

2.6 Oxidative stress parameters 

2.6.1 Protein determination 

Protein levels were measured using the Lowry et al. (1951) method and a bovine serum albumin 

standard.  

2.6.2 Reactive oxygen species (ROS) assay 

This method is based on the oxidation of 2,7-dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) to 

dichlorofluorescein (DCF), as described by Ali et al. (1992), using intact cells. The results are expressed as a 

percentage of the control value. 

2.6.3 Sulfhydryl (SH) content total 

 Sulfhydryl content was determined as described by Aksenov and Markesbery (2001) using 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 are expressed as a percentage of the control value. 

2.6.4 Glutathione S-transferase (GST) activity 

GST activity was analyzed in serum samples using 1‐ chloro‐ 2,4‐ dinitrobenzene (CDNB) as a 

substrate, as previously described by Habig et al. (1974). GST activity was expressed as a percentage of the 

control value.  
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2.6.5 Superoxide dismutase (SOD) activity 

SOD activity was determined by evaluating the inhibition of superoxide-dependent adrenaline auto- 

oxidation (Misra and Fridovich 1972). The results are reported as a percentage of the control. 

2.6.6 Catalase (CAT) activity  

This method is based on the ability of CAT to decompose H2O2, which was monitored for 3 min (Aebi 

1984). CAT activity was expressed as a percentage of the control value.  

 

2.7 Clonogenic assays 

This cell survival assay is based on the ability of a single cell to grow in colonies. After 72 h of 

treatment with blackberry extract (2000 µg/mL), individual C6 glioma cells were kept in a CO2 incubator for 

more than 10 days in the absence of treatment. After incubation, cells were fixed with chilled absolute methanol 

and stained with 1% crystal violet to view the colonies. The number and size of the colonies were evaluated 

using an optical microscope (40x) and ImageJ 1.51j8 software (National Institute of Health, USA), respectively 

(Franken et al. 2006). 

 

2.8 Cell migration 

This method is based on the observation of cell migration after the creation of a new artificial gap in a 

monolayer of confluent cells. At the edge of the newly created gap, cells move towards the opening to close the 

gap and produce new cell-cell contacts (Kaczmarek et al. 2005). Cultures of C6 glioma cells were washed with 

PBS to remove residues, and the cells were treated with blackberry extract (125 and 500 µg/mL). Pictures were 

taken at times of 0, 4, 6, and 24 h to observe slit closure. Quantitative analysis of the cell-free slit was performed 

using ImageJ 1.51j8 software (National Institutes of Health, USA), and the inhibition of cell migration was 

expressed as a percentage of these values. 

 

2.8 Determination of Interleukin 10 (IL-10) levels 

  IL-10 levels were determined in the supernatant using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) according to the manufacturer’s instructions. The results were 

expressed as pg/mL. 
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2.9 Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s test for multiple 

comparisons. Differences were considered significant at P <0.05. All data are expressed as the mean ± standard 

error of the mean (SEM) from at least three independent experiments performed in triplicate. 

 

3. Results 

3.1 Blackberry extract selectively decreases the biomass and viability of C6 glioma cells 

A reduction in the viability of C6 glioma cells treated with blackberry extract was observed after 72 h of 

exposure at concentrations of 750, 1000, 1500, and 2000 µg/mL, 11.72%, 13.93%, 27.18%, and 37.26% 

respectively (P <0.05, Fig. 1). Uniformly, treatment with blackberry extract reduced the biomass of C6 glioma 

cells after 48 h of exposure at concentrations of 500 to 2000 µg/mL (P <0.05), 18.57%, 17.59%, 17.22%, 

30.37%, and 35.03% respectively, and after 72h at concentrations of 1500 and 2000 µg/mL in 19.29% and 

46.17% when compared to the control (P <0.05, Fig. 1).  

Furthermore, blackberry extract demonstrated selective activity since it did not affect the viability and 

biomass of primary astrocytes (Fig. 2). 

 

3.2 Blackberry extract antioxidant effect in C6 glioma cells 

There was a significant reduction in ROS production in C6 glioma cells following a 72h exposure to 

blackberry extracts at concentrations of 500-2000 µg/mL, 52.86%, 46.55%, 56.39%, 49.59%, and 56.96% 

respectively when compared with the control (P <0.05, Fig. 3a). Additionally, there was a significant increase in 

total sulfhydryl levels at concentrations of 1500 and 2000 µg/mL, 75.62% and 117.62% respectively when 

compared with the control (P <0.05, Fig. 3b). 

As regards enzymatic activity, we observed a significant increase in GST activity of 100.8%, 110.4%, 

and 173.4%, at concentrations of 1000, 1500, and 2000 µg/mL of blackberry extract following a 72h exposure (P 

<0.05, Fig. 3c). Also, in SOD of 27.36%, 34.71% and 103.7%, at concentrations of 1000, 1500 and 2000 µg/mL 

of blackberry extract (P <0.05, Fig. 3d), CAT activity was elevated at 203.4%, 192.2%, and 181.9%, in 

blackberry extract concentrations of 1000, 1500, and 2000 µg/mL respectively when compared to the control (P 

<0.05, Fig. 3e).  
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3.3 Blackberry extract reduces C6 glioma cell colony formation and size 

As shown in Fig. 4, exposure of C6 glioma cells to blackberry extract in the concentration of 2000 

µg/mL for 72h reduced colony formation by 81.6% (P <0.05), and colony size was 55.31% (P <0.0001) smaller, 

compared with the control group (Fig. 4). 

 

3.4 C6 cells demonstrated reduced migration capacity in response to treatment with blackberry extracts 

The results obtained in the cell migration assay demonstrate the changes in wound healing in the control 

and treatment of concentration 125 µg/mL (non-cytotoxic concentration) blackberry extract groups. The control 

group demonstrated a 9.80%, 25.54%, and 82.42% closure at 4, 6, and 24h respectively, at the same time point 

the treatment group demonstrated only 1.86%, 5.35%, and 62.8% close. The blackberry extract reduced the 

migration capacity of C6 cells at 6h and 24h (P <0.001) compared to the control cells (Fig. 5). 

 

3.6 Blackberry extract decreases the IL-10 levels 

There was a significant reduction in the levels of IL-10 in C6 glioma cells after 72h exposure to 

blackberry extract at concentrations of 500, 750, 1000, 1500, and 2000 µg/mL, in 20.88%, 14.77%, 16.83%, 

20.30%, and 17.08% respectively when compared with the control cells (P <0.05, Fig.6). 

 

3.5 Blackberry extract decreases the biomass and viability of U87 human glioma cells 

A reduction in viability and cell biomass of U87 glioma cells treated with blackberry extract was 

observed after 72h of exposure at all concentrations, 125 to 2000 µg/mL (P <0.05), for viability in 30.36%, 

35.39%, 42.87%, 52.17%, 56.65%, 54.55%, and 55.56%, and for cell biomass in 26.25%, 27.11%, 29.01%, 

30.29%, 35.92%, 48.97%, and 53.58%, respectively when compared to the control (P <0.05, Fig. 7). 

 

4. Discussion 

The GBM is one of the most malignant and aggressive tumors of the central nervous system, which 

makes it a tumor with a limitation and resistance to conventional treatments (Schaff and Mellinghoff 2023). This 

study was drawn to investigate the therapeutic potential of crude methanolic blackberry extract for GBM. This 

extract was previously characterized by Chaves et al. (2020), which demonstrated high levels of total phenolics 

and anthocyanins, respectively 111.53 mg and 10.56 mg per gram of dry extract. For anthocyanins, five 
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fragments were identified, which were cyanidin-O-galactoside, cyanidin-O-glucoside, cyanidin-O-rutinoside, 

pelargonidin-O-glucoside, and cyanidin-O- malonylhexoside (Chaves et al. 2020).  

The applicability of anthocyanins for medicinal purposes has been copiously explored, as this is a class 

of substances with promising activities for the prevention and control of neoplasms (Chen et al. 2021). Wang et 

al. (2019) reported the inverse correlation between the consumption of anthocyanins and the risk of developing 

colorectal cancer, given the properties of the compound, such as antioxidant, ability to interfere with the cell 

cycle and consequent induction of cell death by apoptosis, as well as indicative of autophagy induction.  

Accordingly, our first results demonstrated the potential of blackberry extract in reducing the viability 

and biomass of C6 cells, both indicative of cell damage. These results can be correlated to the rich composition 

of the extract in phenolic compounds as mentioned above (Chaves et al. 2020), and the high presence of 

anthocyanins, which have already described different antineoplastic activities (Wang et al. 2019; Cosme et al. 

2022). Furthermore, in an in vitro model Sánchez-Velázquez et al. (2020) described the antiglioma activity of 

anthocyanin-enriched fractions from blackberries, however, the literature relating the crude extract of this fruit to 

GBM models is still scarce. 

Considering the correlation between redox status and tumor establishment and progression, some 

parameters of oxidative stress were measured. We observed that the blackberry extract was able to reduce ROS 

levels at all concentrations tested, this is an important indicator since high levels of these species can generate 

different types of complications, in particular, their association with development and tumor progression due to 

the detrimental effect on DNA functionality (Storz 2005). In GBM, the production of these species is high and is 

correlated with alterations in the cell cycle, disease evolution, and drug resistance (Olivier et al. 2021). 

Still, an increase was observed in the groups with the highest concentration of treatment in the total 

content of sulfhydryl, as well as in the activity of the enzymes GST, SOD, and CAT. The elevation of 

antioxidant enzymes such as SOD and CAT is of great interest, since they act together in the inactivation of 

superoxide and hydrogen peroxide radicals, since the SOD enzyme is responsible for the dismutation of 

superoxide anion into hydrogen peroxide and oxygen, and CAT catalyzes the conversion of hydrogen peroxide 

into water and oxygen (Cheng et al. 2021). In agreement with the results found, Yahfoufi et al (2018) reported 

the ability of phenolic compounds to reduce ROS levels via positive modulation of SOD and CAT antioxidant 

enzymes. 

The expression of the mentioned enzymes can be modulated by the NF-E2-related factor 2 (Nrf2)-

antioxidant response element (ARE) pathway, in a state of oxidative stress, this pathway is activated, which will 
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promote an increase in the activity of antioxidant enzymes, such as SOD, CAT, and GST (Kuhn et al. 2011).  It 

has already been described that anthocyanins enhance the activation of such endogenous stress protection factors 

(Garcia and Blesso 2021), so the results demonstrated here may be correlated to the rich composition of 

blackberry extract in such compounds. 

Aiming to deepen the knowledge of the cytotoxic effect of the extract, we performed the clonogenic 

assay test, an indicator often used to quantify the capacity for cell survival and colony formation (Brix et al. 

2020). The treatment caused a marked reduction in the number and size of C6 colonies compared to the control 

group, corroborating the results found in the previously mentioned tests and confirming the antineoplastic 

potential of the blackberry extract. 

Continuously the cell migration assay showed promising results, as the blackberry extract was able to 

significantly reduce the migration of cancer cells when compared to the control group. This result is of great 

relevance since the malignancy of GBM is associated with its high invasive and consequently migratory 

capacity. Our results corroborate previous studies that have already demonstrated the promising effect of 

different phenolic compounds in reducing cell migration (Bona et al. 2019; Tsakiroglou et al. 2019). 

Polyphenols correlate with the expression of matrix metalloproteinases (MMPs), a family of enzymes 

that degrade the extracellular matrix. In GBM, MMPs present an abnormal expression, which worsens the 

invasive and migratory capacity of cancer cells (Beylerli et al. 2022). The literature already addresses the effect 

of polyphenols on MMPs in cancer models, where the inhibition of enzymes belonging to this family is observed 

and the consequent reduction of cell migratory capacity to other tissues is associated with a possible 

antimetastatic effect of these compounds (Katiyar 2006; Wang et al. 2018). 

Furthermore, IL-10 levels were measured in the supernatant of C6 cells exposed to blackberry extract, 

where a marked reduction was observed in all treatments. IL-10 is an important anti-inflammatory and 

immunomodulatory cytokine; there are already reports of its elevation in the tumor microenvironment of GBM, 

being correlated with tumor progression and therapeutic resistance by Janus kinase–signal transducer and 

activator of transcription-3 (JAK–STAT3) pathway (Widodo et al. 2021). Also, the impact of IL-10 within the 

glioma microenvironment can vary between promoting oncogenesis or exerting either an immunosuppressive or 

immunostimulatory effect, contingent upon its interaction with effector T cells (Widodo et al. 2021). Thus, a 

treatment that reduces levels of this appears promising in the context presented. It has already been reported in 

an experimental model of breast cancer that some phenolic compounds are capable of increasing macrophages 
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with an M1 phenotype and reducing M2, and thus reducing the production of IL-10, since the M2 phenotype are 

the largest producers of this interleukin (Shiri et al. 2015). 

In parallel to the tests carried out on a C6 mouse strain, we evaluated the effect of blackberry extract on 

the viability and biomass of the U87 human glioma strain. The treatment was able to reduce both viability and 

cell biomass at all concentrations in a dose-dependent manner, even when comparing the results in the same tests 

with the C6 line, a more promising response to the treatment was observed in the human strain. 

It is worth mentioning that the use of the C6 strain was prioritized in a larger number of tests aiming at 

the continuation of studies in an in vivo model since this strain is often used for murine models of glioma 

(Vasconcelos et al. 2022). Another intriguing observation pertains to the preference for utilizing natural products 

in their unaltered state, such as concentrated herbal extracts. A notable illustration of this principle is the 

profound risk-reduction potential for cancer associated with the consumption of green vegetables and fruits, 

primarily attributed to the collective of polyphenols (Zhai et al. 2021). The interplay between antioxidants, in 

general, and these polyphenols emerges as a pivotal factor influencing the biological efficacy of these 

compounds. Furthermore, research has indicated the presence of synergistic effects in mixtures of flavonoids, 

which substantially amplify their antioxidant capabilities (Hidalgo et al. 2010). In summary, these findings 

underscore the significance of synergistic interactions among flavonoids within blackberry extract. 

Finally, our results demonstrate the safety of the blackberry extract, since no changes in viability or 

biomass were observed in healthy cells from the primary culture of astrocytes treated with the extract at high 

concentrations, it is noteworthy that the safety of using phenolic compounds in vivo models of GBM has already 

been demonstrated (Bona et al. 2019). The selective action of the extract is of great value, given that TMZ, the 

only current chemotherapy alternative adopted (Mohile et al. 2022), affects not only cancer cells but also healthy 

cells, which leads to undesirable side effects, such as immunosuppression (Grossman et al. 2011). 

5. Conclusion 

This study demonstrated the antineoplastic potential of blackberry extract against glioblastoma cell lines 

C6 and U87, without compromising healthy astrocyte cells. In this way, the field of research for future studies 

using blackberry extract in vivo models of glioma is encouraged, aiming to deepen its biological effects and 

therapeutic possibilities. 
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Figures description: 

 

 
Fig. 1 Effect of blackberry extract on the viability (a-c) and biomass (d-f) of C6 rat glioma cells after 24 (a and 

d), 48 (b and e), and 72 h (c and f). Data are expressed as percentages of the control value. * P <0.05; ** 

P<0.01; *** P<0.001 compared with the control cells. 
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Fig. 2 The effect of blackberry extract on the viability and biomass of primary astrocytes was also observed after 

72 h. Data are expressed as percentages of the control value. * P <0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 compared with 

the control cells. 
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Fig. 3 Oxidative stress parameters in C6 glioma cells exposed to blackberry extract (500-2000 µg/mL) for 72 h. 

(a) Reactive oxygen species - ROS; (b) Sulfhydryl - SH content; (c) Glutathione S-transferase - GST activity; 

(d) Superoxide dismutase - SOD activity; (e) Catalase – CAT activity. Data are expressed as a percentage of the 

control value.  ** P<0.01; *** P<0.001 compared with the control cells. 
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Fig. 4 Effect of blackberry extract (2000 µg/mL) treatment on the number (A) and size (B) of C6 glioma 

colonies, after 72 h of exposure. Data are expressed as percentages of the control value. * P <0.05; *** P<0.001 

compared with the control cells. 
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Fig. 5 Effect of treatment with blackberry extract (125 µg/mL) on migration of C6 glioma cells at 0 h, 4 h, 6 h, 

and 24 h. Data are expressed as a percentage of the control value. *** P<0.001 compared with the control cells. 
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Fig. 6 Effect of blackberry extract on the IL-10 levels of C6 glioma cells after 72 h. Data are expressed as mean 

± S.E.M. ** P<0.01; *** P<0.001 compared with the control cells. 
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Fig. 7 Effect of blackberry extract on the viability and biomass of U87 human glioma cells after 72 h. Data are 

expressed as percentages of the control value. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 compared with the control 

cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

5 DISCUSSÃO 

 O GBM é um dos tumores mais malignos e agressivos que afetam o SNC, 

manifestando restrição e resistência às abordagens terapêuticas convencionais 

(Schaff et al., 2023). Este estudo foi elaborado com o propósito de avaliar o potencial 

do extrato metanólico de amora-preta no contexto dessa doença. 

O presente trabalho utilizou o extrato de amora-preta motivado por uma 

pesquisa anterior conduzida pelo nosso grupo de pesquisa, cuja autoria é atribuída a 

Chaves et al. (2020). No estudo em questão foi realizada a caracterização do extrato 

metanólico de amora-preta, da cultivar Tupy, onde foram detectados elevados teores 

de fenólicos totais e antocianinas, respectivamente 111,53 mg e 10,56 mg por grama 

de extrato seco. Ademais, as frações de antocianinas foram identificadas por meio 

de cromatografia, as quais foram cianidina-O-galactosídeo, cianidina-O-glucosídeo, 

cianidina-O-rutinosídeo, pelargonidina-O-glicosídeo e cianidina-O-malonil-hexosídeo.  

As antocianinas são uma classe de compostos bioativos amplamente 

exploradas, não apenas por seu poder corante o qual confere a coloração 

característica aos frutos em tons de rosa, vermelho, roxo e azul, mas também devido 

aos seus notáveis potenciais nutracêuticos (Alappat; Alappat, 2020). São diversos os 

relatos que discutem os potenciais e possíveis aplicações farmacológicas dessa 

classe, considerando sua atividade antimicrobiana, antioxidante, imunoestimulante, 

antidiabética e antineoplásica. Essa variedade de propriedades confere um amplo 

espectro de aplicações a essas substâncias (Alappat; Alappat, 2020).  

Tendo conhecimento que as antocianinas representam um dos compostos 

majoritários no extrato de amora-preta, mas também considerando os demais 

compostos fenólicos. Acreditamos que, em face da complexidade do GBM, uma 

abordagem terapêutica que permitisse a atuação sinérgica desses compostos, como 

o extrato bruto do fruto ao invés de seus componentes isolados, seria um 

interessante alvo de exploração.  

Primeiramente, é importante salientar que não foram observadas alterações 

significativas na viabilidade e biomassa celular das culturas primárias de astrócitos 

expostas ao extrato de amora-preta em elevadas concentrações, evidenciando a 

segurança do tratamento em relação às células saudáveis. Destaca-se que a 

seguridade do uso de compostos fenólicos em modelo in vivo de GMB já foi descrita 

(Bona et al., 2019). A atuação seletiva do extrato é altamente valiosa, uma vez que o 

TMZ, atualmente a única opção quimioterápica utilizada (Mohile et al., 2022), afeta 
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não apenas as células cancerígenas, mas também células saudáveis, resultando em 

efeitos secundários indesejáveis, como imunossupressão, e manifestações clínicas 

como constipação, fadiga e indisposição (Grossman et al., 2011; Schreck; 

Grossman, 2018). 

Posteriormente, os resultados evidenciaram a capacidade do extrato de 

amora-preta em reduzir a viabilidade e biomassa de células C6, sendo esses, 

indicativos de morte celular. Tais resultados podem estar associados à abundância 

de compostos fenólicos no extrato, conforme mencionado anteriormente (Chaves et 

al., 2020). Estudos prévios destacam a capacidade protetora desses compostos, 

especialmente as antocianinas, contra diferentes neoplasias, incluindo câncer 

colorretal, de mama e até mesmo gliomas (Kou et al., 2016; Sánchez-Velázquez et 

al., 2020; Wang et al., 2019), porém, é valido destacar a escassez de estudos que 

relacionem o extrato bruto da amora-preta a modelos de GBM.  

 Em sequência, tendo em vista a correlação entre o estresse oxidativo e o 

estabelecimento e avanço tumoral, foram mensurados diferentes parâmetros 

oxidativos. Observamos que o extrato de amora-preta exibiu a capacidade de reduzir 

os níveis de espécies reativas em todas as concentrações testadas. Esse é um 

importante indicador utilizado na pesquisa, uma vez que diferentes linhagens 

cancerígenas exibem uma produção elevada dessas espécies, o que é associado à 

instabilidade genética e à tumorigênese devido a danos causados ao DNA, proteínas 

e lipídios (Moloney; Cotter, 2018). Olivier et al. (2021) relataram que a produção de 

tais espécies no microambiente tumoral do GBM é elevada, podendo ser 

correlacionada a progressão da doença e a resistência farmacológica.  

 Ademais, a exposição ao extrato de amora-preta, nos grupos de maior 

concentração, promoveu a elevação do conteúdo total de sulfidrilas e da atividade 

das enzimas antioxidantes GST, SOD e CAT. As enzimas SOD e CAT são 

responsáveis por atuar sequencialmente na inativação dos radicais superóxido e 

peróxido de hidrogênio, a SOD catalisa a dismutação do ânion superóxido em 

peróxido de hidrogênio e oxigênio, enquanto a CAT a conversão do peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio (Cheng et al., 2021). Já a enzima GST, composta por 

um grupo de isoenzimas, atua de forma significativa na desintoxicação de 

xenobióticos, sendo que alterações em sua expressão estão associadas à incidência 

e progressão de diferentes neoplasias (Cui et al., 2020). Logo, o aumento na 

atividade das enzimas mencionadas pode estar associado aos resultados anteriores, 
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que incluem redução dos níveis de espécies reativas, bem como de viabilidade e 

biomassa das células cancerígenas. Em conformidade, estudos anteriores relatam a 

capacidade dos compostos fenólicos em atenuar níveis de ERO através da 

regulação positiva das enzimas SOD e CAT. Além disso, esses compostos têm o 

potencial de intensificar a ativação de fatores de proteção endógena ao estresse, 

como a via do elemento de resposta antioxidante (ARE) do fator 2 relacionado ao 

NF-E2 (Nrf2) (Garcia; Blesso, 2021; Yahfoufi et al., 2018). 

 Com o objetivo de ampliar a compreensão sobre o efeito citotóxico do extrato, 

conduzimos o teste de ensaio clonogênico, uma medida comumente empregada 

para avaliar a capacidade de sobrevivência celular e formação de colônias (BRIX et 

al., 2020). O extrato de amora-preta demonstrou a capacidade de diminuir tanto o 

número quanto o tamanho das colônias de C6, em comparação com o grupo 

controle, em concordância aos resultados anteriormente realizados e citados, 

ratificando o potencial antineoplásico do tratamento em estudo. 

 Sequencialmente, o ensaio de migração celular demonstrou resultados 

favoráveis, uma vez que o extrato de amora-preta promoveu a redução significativa 

da migração das células cancerígenas quando comparado ao grupo controle. Nesse 

contexto, é relevante salientar a elevada capacidade de angiogênese, e 

consequentemente invasiva e migratória, observada no GBM. Processo que está 

diretamente associado à progressão e malignidade dessa classe de tumores (Ahir; 

Engelhard; Lakka, 2020). Logo, uma terapia que retarde esse fenômeno é de grande 

relevância. 

Em concordância, estudos prévios conduzidos por nosso grupo de pesquisa 

demonstraram efeitos similares na redução da migração de células cancerígenas.  

Bona et al. (2019) relataram a capacidade do ácido tânico, um polifenol em sua 

forma isolada, de reduzir a migração de células cancerígenas da linhagem C6 a 

partir de 12 h de exposição. Enquanto, Da Silveira et al. (2022) demonstraram efeito 

semelhante em linhagem C6, com o uso do extrato de mirtilo bruto (Bona, et al., 

2019; Da Silveira et al., 2022). 

No GBM é observado uma elevada capacidade de invasão a tecidos 

adjacentes, como já mencionado anteriormente, a literatura aborda uma possível 

correlação dessa característica com a expressão anormal das metaloproteinases de 

matriz (MMPs), uma família de enzimas que degradam a matriz extracelular (Beylerli 

et al., 2022). Por sua vez, já existem relatos da interferência dos polifenóis na 
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expressão das MMPs em modelos de câncer, notando-se a capacidade desses em 

inibir a secreção dessas espécies e assim promover a redução da migração celular 

(Niedzwiecki et al., 2016). Achados que indicam o potencial antimetastático da 

classe dos compostos fenólicos.  

 Ainda, foram avaliados os níveis de IL-10 no sobrenadante das células C6 

expostas ao extrato de amora-preta, revelando uma notável redução em todas as 

concentrações testadas. A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatória e 

imunomoduladora, considerada um interessante alvo terapêutico, especialmente 

devido seu efeito pleiotrópico (Saraiva; Vieira; O’garra, 2020). A elevação dos níveis 

de IL-10 no microambiente tumoral do GBM, um ambiente imunossupressor devido 

ao padrão celular heterogêneo que o constitui, já é relata e associada à progressão 

tumoral e ineficácia terapêutica (Widodo et al., 2021).  

 Ainda, supõe-se que os níveis elevados decorram em parte da secreção de 

IL-10 por um grupo específico de células tumorais semelhantes a tronco, mas em 

maior nível de células imunes que se infiltram no tecido posteriormente. Além disso, 

as células tumorais apresentam receptores para a IL-10, ativando a via Janus cinase 

e ativador da transcrição-3 (JAK-STAT3), correlacionado a progressão tumoral 

(Widodo et al., 2021). Dessa forma, uma terapêutica que promova a redução dos 

níveis dessa citocina parece ser promissora. Shiri et al. (2015) relataram em seu 

modelo experimental de câncer de mama a capacidade de alguns compostos 

fenólicos em aumentar macrófagos com fenótipo M1 e reduzir M2, e assim reduzir a 

produção de IL-10, uma vez que os de fenótipo M2 são os maiores produtores desta 

interleucina (Shiri et al., 2015). 

Em conjunto aos testes conduzidos na linhagem de rato C6, realizamos a 

avaliação do extrato de amora-preta sobre a viabilidade e biomassa da linhagem de 

glioma humano U87. Observamos que o tratamento reduziu significativamente 

ambos os parâmetros em todas as concentrações testadas, de forma dose 

dependente. Além disso, essa redução foi mais acentuada em comparação aos 

resultados obtidos nos testes realizados com a linhagem de rato C6. Na Figura 3 

observamos de forma esquematizada os resultados obtidos no presente trabalho. 
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Figura 3 – Resumo visual 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. Sulfidrilas (SH); Espécies reativas de oxigênio (ERO); Superóxido 
dismutase (SOD); Catalase (CAT); Glutationa-S-transferase (GST); Interleucina 10 (IL-10). 
 

Vale ressaltar que a preferência pelo uso da linhagem C6 de forma majoritária 

nos testes, se deu visando a continuidade dos estudos em modelos in vivo. Essa 

escolha foi respaldada pelo fato de que a linhagem C6 é comumente empregada em 

modelos murinos de glioma (Bona et al., 2022; Vasconcelos et al., 2022; Pedra et 

al., 2022). Outra particularidade de nosso estudo se refere a predileção pela 

utilização do extrato bruto do fruto e não de seus componentes isolados como 

frequentemente relatado. Tal escolha foi embasada na já descrita correlação entre 

uma alimentação saudável, que inclui uma abundância de vegetais e frutas, e a 

redução na incidência e/ou progressão de neoplasias. Essa redução é atribuída 

principalmente ao impacto coletivo dos polifenóis (Dinu et al., 2017; Zhai et al., 

2021). Logo, acreditamos que explorar o potencial de atuação sinérgica dos 

compostos contidos no extrato de amora-preta é deveras interessante. 
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6 CONCLUSÃO  

 A partir dos dados obtidos foi possível evidenciar o potencial antitumoral do 

extrato metanólico de amora-preta frente às linhagens de glioma C6 e U87. Vale 

ressaltar que esse efeito foi observado de maneira seletiva, uma vez que o 

tratamento não demonstrou citotoxicidade em células de astrócitos saudáveis 

provenientes do cultivo primário.  

 O extrato de amora-preta foi capaz de atenuar a viabilidade e biomassa 

celular em ambas as linhagens celulares. Além disso, em testes realizados com a 

linhagem C6, o extrato promoveu a redução da produção de ERO, reverteu a 

atenuação do teor de sulfidrilas, bem como da atividade das enzimas SOD, CAT e 

GST, impediu o crescimento e formação de colônias cancerígenas, reduziu a 

capacidade migratória das células cancerígenas e atenuou os níveis de IL-10. 

 Os dados apresentados corroboram com estudos anteriores que relatam o 

potencial dos frutos vermelhos no enfrentamento de diferentes neoplasias. 

Entretanto, é importante ressaltar a possível aplicabilidade desses frutos no GBM, 

área ainda pouco explorada. Sendo assim, nossos dados respaldam estudos futuros 

para uma melhor compreensão dos mecanismos de ação deste extrato e de seus 

compostos majoritários, visando o possível uso da amora-preta como uma terapia 

coadjuvante em pacientes acometidos pelo GBM. 
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