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Resumo

SILVEIRA, Larissa Menezes. Efeito antitumoral e modulacdo do status redox do
extrato de Rubus sp. (amora-preta) em linhagens celulares de glioblastoma. 2024.
N° 62f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospeccéo. Universidade Federal de Pelotas.

O glioblastoma (GBM) é um tumor cerebral altamente maligno devido ao seu
comportamento agressivo, manifestado por uma intensa atividade de divisédo celular,
habilidade de formacdo de novos vasos sanguineos e propensdo a invasao nos
tecidos circundantes, sendo comum observar uma resposta frequentemente limitada
ao tratamento oncoldgico convencional. Ademais, a combinacdo da agressividade
do tumor com as opcodes 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 terapéutica para o
tratamento do GBM, tendo em vista sua rica composicdo em compostos bioativos
com propriedades antioxidantes e antineoplasicas ja descritas em outras neoplasias.
Dessa forma, o presente estudo teve como propdsito investigar o potencial
antitumoral do extrato metandlico de amora-preta em relacao as linhagens de glioma
de rato (C6) e humana (U87). Células das linhagens de glioma C6 e U87 foram
expostas ao extrato metandlico de amora-preta em concentracdes variando de 125 a
2000 pg/mL, ao longo de periodos de 24 h, 48 h e/ou 72 h. Foram avaliadas
viabilidade e biomassa celular, nas linhagens cancerigenas e em cultura primaria de
astrocitos. Ainda, parametros de estresse oxidativo, formacdo de colbnias,
proliferacdo e migracdo celular, além dos niveis de interleucina 10, foram avaliados
na linhagem C6. Inicialmente, ndo foram observadas alteragbes de viabilidade ou
biomassa celular em culturas de astrécitos saudaveis expostas ao extrato de amora-
preta, indicativo de sua nao toxicidade. Por outro lado, o extrato de amora-preta,
para a linhagem C6, reduziu a viabilidade e biomassa celular a partir das
concentracdes de 750 ug/mL e 500 pug/mL respectivamente, e para a linhagem U87,
nas concentracdes de 125-2000 pug/mL. Ap6s 72h de tratamento, observou-se na
linhagem C6 uma reducdo de espécies reativas em todas as concentracdes
testadas, um aumento no conteudo de sulfidrilas nas concentragdes de 1500 e 2000
pMg/mL, bem como, elevacdo da atividade das enzimas glutationa S-transferase,
superéxido dismutase e catalase nas trés maiores concentracdes. Quanto a
formacdo de colbnias, observou-se uma reducdo em tamanho e ndimero na C6.
Referente a migracao celular, foi observada uma atenuacdo a partir de 6 h de
tratamento com 125 pug/mL do extrato de amora-preta. Ademais, observou-se uma
reducdo expressiva dos niveis de interleucina 10 em todas as concentracdes
testadas. Assim, 0 extrato de amora-preta emerge como um promissor composto na
abordagem terapéutica do GBM.

Palavras-chave: cancer; glioblastoma; amora-preta; antioxidante.



Abstract

SILVEIRA, Larissa Menezes. Antitumor effect and redox status modulation of Rubus
sp. (blackberry) extract in glioblastoma cell lines. 2024. N° 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 pg/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 pg/mL and 500 pg/mL respectively, and for the U87 cell line, at concentrations of
125-2000 pg/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 pg/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 pg/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.



Lista de Figuras

Figural Microambiente tumoral do GBM..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee 16
1o [0 L= 2 N o o = T o] (= - VSRR 20

Figura 3 RESUMO VISUAL........cooeiiiiiii e e e e e e enanes 51



Lista de abreviaturas e siglas

ARE Elemento de resposta antioxidante

CAT Catalase

DCNT Doencas crénicas ndo transmissiveis
DNA Acido desoxirribonucleico

EGFR Gene do receptor de crescimento epidérmico
ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

GBM Glioblastoma

GPx Glutationa peroxidase

GSH Glutationa

IDH Isocitrato desidrogenase

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-2 Interleucina 2

INCA Instituto Nacional de Céncer
JAK-STATS3 Janus cinase e ativador da transcrigéo-3
Nrf2 Eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2
OMS Organizacdo Mundial da Saude

RNA Acido ribonucleico

SNC Sistema nervoso central

SOD Superoxido dismutase

TERT Gene que codifica a transcriptase reversa da telomerase
T™MZ Temozolamida

TNF Fator de necrose tumoral



Sumario

L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt e ettt et e et et e et et e et e eteere et e eaeereeaeanes 11
220 ]2 N 1 I Y OO PPERPPR 13
2.1 ODJELIVO QEIAI .ouiuiiiii e e e e e e e e e aaaaaaane 13
2.2 Objetivos ESPECITICOS .. iiuiiiiiii i aaaa 13
3 REFERENCIAL TEORICO .....ocvecieieeeeeeeee ettt ste et saesreanens 14
G 700 = o Yo = R 14
G T €1 1T Y1 = TP 15
3.3 Estresse oxidativo e a progressao do glioblastoma.........cccooeeevvvviiiiiiiiiiieceecieinns 16
3.4 DiagnOstico € teraplutiCas AtUAIS ..uuuueeeeeeeiiiiiiiiiis e e ee e e e e e e e eaanees 19
AN 1 g Lo ] = T o1 =] - PPN 19
4 MANUSCRITO .ottt e e e e e e et e e e e e e e e s s b b eeeaaaeeeaaasssssaaanaaaaeaaaan 23
B DISCUSSAD ...ocuiiiiieiii ettt ettt b et b st st b et ettt et se s s s 46
B CONCLUSAO ...ttt ettt ettt sttt ettt se s s s 52
] = = N 1N TS 53
N =30 1P 60

Anexo A — Carta de aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) ..61



11

1 INTRODUCAO

O (glioblastoma (GBM) € um tumor extremamente agressivo que afeta o
sistema nervoso central (SNC). O GBM apresenta uma incidéncia mundial baixa,
que, no entanto, cresce conforme o avancar da idade. Dentre as grandes
problematicas desse tipo de tumor destaca-se 0 progndstico extremamente ruim e
uma baixa taxa de sobrevida, tornando-o um problema de saude publica (Hanif et
al., 2017). O GBM é classificado, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), como um glioma astrocitico difuso IDH (isocitrato desidrogenase) - tipo
selvagem e H3-tipo selvagem, de grau 4 (Chen; Han; Dahiya, 2022), devido a
caracteristicas como elevada atividade mitGtica e capacidade de angiogénese,
quimiorresisténcia, heterogeneidade e padrdes infiltrativos (Uddin et al., 2020).

A fisiopatologia do GBM é multifatorial e complexa, envolvendo parametros de
estresse oxidativo e inflamatérios, bem como diferentes sistemas de sinalizacao
cujas alteracbes ainda ndo sdo completamente elucidadas (Bona et al., 2022).
Dentre os sintomas descritos associados ao GBM estdo a fraqueza, dorméncia e
alteracdes na visdo e fala, e em casos avancados da doenca, sdo relatados
disfuncdo executiva, alteracbes de humor, fadiga e perdas de memoria
especialmente devido a presenca de tumores no lobo frontal e temporal (Alexander;
Cloughesy, 2017).

Na atualidade, o0 GBM conta com uma abordagem terapéutica caracterizada
pela resseccao cirdrgica maxima, quando plausivel, seguido pelo tratamento com
radioterapia combinado a utilizagdo do quimioterapico temozolamida (TMZ). O TMZ
atua induzindo alteracBes genéticas que ocasionam parada do ciclo celular e
consequente apoptose das células tumorais, entretanto, diferentes vias moleculares
podem promover o reparo das células cancerigenas e assim acarretando células
resistentes ao farmaco (Tomar et al.,, 2021). Além da quimiorresisténcia, outro
desafio para o tratamento do GBM é o elevado custo envolvido na aplicacdo da
terapia atual, tanto do farmaco referéncia quanto de versées genéricas do mesmo
(Gu et al., 2023).

Diante do exposto, torna-se evidente a importancia da ampla investigacao de
novas alternativas terapéuticas para o GBM. Os beneficios para a salde da pratica
do consumo regular de frutas e vegetais sdo populares, dada sua composi¢éo rica

em nutrientes, caracteristicas sensoriais e 0 potencial protetor de seus compostos
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contra diversas doencas, incluindo diversos tipos de cancer (Cosme et al., 2022).
Neste contexto, destacam-se as frutas vermelhas, como Rubus sp. (amora-preta),
que apresenta composi¢cdo rica em variados fitoquimicos do tipo fendlico os quais
lhe conferem elevada atividade biolégica, em especial as antocianinas que sao
potentes antioxidantes responsaveis pela cor caracteristica do fruto (Cosme et al.,
2022).

Diversos estudos ja relataram o potencial antioxidante e anticancerigeno de
compostos polifendlicos derivados de frutas, como o0 extrato de amora, via
mecanismos epigenéticos no cancer colorretal humano (Tatar; Varedi;
Naghibalhossaini, 2021), efeito antioxidante preventivo em danos associados a
neuroinflamacao (Soares et al., 2021), e ainda como moduladores da resposta
imune (Dominguez-avila et al., 2022). Nesse contexto, um importante indicador
analisado é o nivel de espécies reativas de oxigénio (ERO), uma vez que ja é
conhecido seu papel na estabilidade celular, bem como a correlacdo entre a geracao
dessas espécies e a progressao tumoral. No GBM, a producdo dessas espécies é
alta e esta correlacionada com alteragdes no ciclo celular, progressédo tumoral e
resisténcia a drogas (Olivier et al., 2021).

Portanto, considerando as limitacdes terapéuticas para o tratamento do GBM
e as promissoras propriedades dos polifendis, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito antitumoral do extrato metandlico de amora-preta frente as
linhagens de glioma de rato (C6) e humana (U87), e o possivel envolvimento do

status redox.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial efeito antitumoral e antioxidante do extrato metanolico de

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

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade citotoxica do extrato de amora-preta sobre cultivo primario de
astrocitos mediante andlise da viabilidade e biomassa celular;

e Avaliar a viabilidade e biomassa celular de linhagem de glioma de rato (C6) e
humana (U87) tratadas com o extrato de amora-preta;

e Avaliar a atividade do extrato de amora-preta sobre a formacdo de col6nias,
migracéo e adeséo celular em linhagem de glioma de rato (C6);

e Avaliar marcadores de estresse oxidativo em linhagem de glioma de rato (C6)
exposta ao extrato de amora-preta;

e Avaliacdo de marcador inflamatério em linhagem de glioma de rato (C6) exposta

ao extrato de amora-preta.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Céancer

Cancer, termo popularmente conhecido, compreende um conjunto de mais de
100 doengas, 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 disfuncdo celular via alteragbes como as mutacdes
genéticas hereditarias, exposicdo a radiacdo e até mesmo infecgbes virais. O
conjunto de alteracBes desse tipo acarretard modificacbes nos processos de
diferenciacdo e morte celular (Lewandowska et al., 2019).

Recentemente, Brown et al. (2023) sugeriram um acréscimo a definicao
usualmente utilizada, e acima citada, para o termo cancer, sendo esta: “O cancer é
uma doenca de proliferacdo descontrolada por células transformadas sujeitas a
evolugao por selegao natural”. Ou seja, os autores sugerem que além do fator
crescimento celular desordenado comumente relatado, outro fator de grande
influéncia para o surgimento das neoplasias seriam as modificagdes celulares
genéticas e epigenéticas que acarretam conjuntamente no fenétipo letal da doenca
(Brown et al., 2023; Kulkarni et al., 2023).

A incidéncia mundial do cancer encontra-se em significativa elevacdo de
acordo com estimativas publicadas pela OMS. Para o ano de 2040 estimam-se 28,4
milhdes de novos casos, um aumento de quase 50% em relacdo ao ano de 2020
(Sung et al., 2021). A probabilidade de exacerbada elevacéo de casos e do indice de
mortalidade séo atribuidas fortemente a transices demogréficas, com o aumento da
expectativa de vida, e epidemioldgicas, com a reducdo de mortes por doencas
infecciosas e crescimento por doencas cronicas (Wild; Weiderpass; Stewart, 2020).

Tendo em vista a agressividade das diferentes neoplasias existentes, bem
como a elevagdo do numero de casos, se fez necessaria a implementagdo de um
conjunto de acdes a nivel governamental voltadas para o seu controle e atenuacéao,
sendo algumas dessas, o0 controle de exposicdo a fatores de risco, diagnostico
precoce, terapéuticas paliativas e curativas (Inca, 2022). A vigéncia de forma
eficiente de tais medidas é visualizada em paises com alto indice de

desenvolvimento humano, entretanto paises em baixo e médio desenvolvimento
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carecem de uma melhor utilizacdo de recursos para o estabelecimento eficaz de tais
medidas (Inca, 2022).

As neoplasias podem ser classificadas de acordo com a regido de
crescimento tumoral, no presente trabalho destaca-se as neoplasias do SNC, em
especial os gliomas de alto grau. A incidéncia dos gliomas varia de acordo com a
idade, sexo, raca e regido geografica, e segundo o Instituto Nacional de Céancer
(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
incidéncia dessa classe de cancer, o indice de mortalidade de pacientes acometidos
por gliomas de alto grau, é elevado, o que € indicativo de um progndstico
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 sao
0s tumores primarios mais comuns no SNC. Até a 42 edicdo da classificacdo dos
tumores, publicada no ano de 2016, a OMS classificava o0s gliomas
histologicamente, baseando-se nas semelhancas morfolégicas das células tumorais
com células gliais ndo neoplasicas e a presenca de caracteristicas arquitetbnicas
determinadas (Riemenschneider et al., 2010). Com a publicacdo da 5% edicdo, em
2021, da classificacdo dos tumores, os gliomas sofreram alteracdes conceituais, pois
novas descobertas possibilitaram o aperfeicoamento dessa classificacdo com base
em modificacdes moleculares (Whitfield; Huse, 2022). Sendo assim, atualmente, os
gliomas se diferenciam de acordo com a faixa etaria (em glioma difuso tipo-
pediatrico ou tipo-adulto), padrdo de crescimento (em difuso ou circunscrito) e grau
de malignidade (de 1 a 4) segundo as alteragBes 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 mutagédo 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) proliferacdo microvascular, (2) necrose, (3) mutacdo do promotor do

gene que codifica a transcriptase reversa da telomerase (TERT) (4) amplificagéo do
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gene do receptor de crescimento epidérmico (EGFR) ou (5) modificacdo numérica de
coOpias cromossdmicas +7/-10. Portanto, a presenca de qualquer um dos critérios
acima citados, classifica um glioma astrocitico difuso como GBM (Osborn et al.,
2022).

O microambiente tumoral do GBM é caracterizado por inUmeras mutacdes e
composto por uma populacdo heterogénea 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 alteracdes bioguimicas e moleculares substanciais para o
desenvolvimento e progressdo do tumor, uma vez que o SNC apresenta elevada
atividade metabdlica e é especialmente vulneravel aos danos causados pelos
radicais livres (Ramirez-Expdésito; Martinez-Martos, 2019).

Figura 1 — Microambiente tumoral do GBM

Glébulos vermelhos
Microambiente tumoral
Pericito

Fatores °
soliveis _ ©

Macrofagos ~ Células  Celulas Supressoras  Neutrofilos ~ Linfocitos B Linfocitos T~ Células Células de
dendriticas Derivadas de Mieloide Natural Killer glioblastoma

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

3.3 Estresse oxidativo e a progresséao do glioblastoma

O estresse oxidativo se caracteriza como “um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupcao da
sinalizagao e controle redox e/ou dano molecular” (Sies, 2020). Tais compostos séo

correlacionados especialmente ao desenvolvimento e progressdo de neoplasias,
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uma vez que exercem efeito deletério a funcionalidade do DNA, promovem oxidagao
de proteinas, bem como, peroxidacdo lipidica das membranas celulares e
estimulacdo de mutacdes genéticas (Ramirez-Expdsito; Martinez-Martos, 2019).

Os compostos pro-oxidantes sdo moléculas instaveis e altamente reativas
devido a presenca de elétrons desemparelhados em sua estrutura. As espécies
mais relatadas séo, (1) espécies reativas de oxigénio (ERO) e (2) espécies reativas
de nitrogénio (ERN), as quais podem ser provenientes de exposi¢do a radiacdo UV,
subprodutos de reacdes catalisadas por metais, geradas por células do sistema
imune em um estado inflamatorio, dentre outros (Valko et al., 2006). Esses
compostos apresentam dubiedade de funcdo a variar de acordo com sua
concentracéo, em baixas concentracdes exercem papel protetivo frente a ocorréncia
de infecgbes, entretanto quando em elevadas concentragdes, como acima citado,
atuam de forma deletéria frente ao sistema biologico (Neha et al., 2019).

Dessa forma, a fim de evitar uma concentracdo exacerbada de ERO/ERN,
existem os antioxidantes end6genos, enzimaticos ou ndo enzimaticos, e também os
exdgenos, ambos de suma importancia para preservacao do correto funcionamento
celular. O sistema antioxidante enzimatico enddégeno € constituido, sobretudo, pelas
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx), enquanto o ndo enzimatico por compostos como, acido lipdico, glutationa e
bilirrubina (Neha et al., 2019). Os antioxidantes exégenos sdo provenientes da dieta
alimentar ou suplementacdo especifica, como exemplo, os compostos polifenélicos,
o licopeno, a curcumina, chas, entre outros (Baek; Lee, 2016).

No GBM o nivel de ERO se encontra elevado, sendo evidenciadas como
importantes influenciadoras na progressado tumoral, visto sua correlagdo com a
proliferacédo, diferenciacdo e morte celular (Salazar-Ramiro et al., 2016). Para uma
melhor compreensdo do impacto dessas espécies no ambiente tumoral e na
progressao do glioma, sao utilizadas diferentes linhagens celulares, cada qual com
suas limitacdes. A correta escolha de linhagem celular nos testes iniciais € vital para
0 avanco da pesquisa e geracdo de dados confiaveis, que se reproduzam em
ensaios clinicos (Giakoumettis; Kritis; Foroglou, 2018).

A linhagem celular de cancer C6, proveniente de gliomas de ratos, é
altamente utilizada em modelos experimentais visto sua capacidade de similar
caracteristicas do GBM humano, como, elevada taxa de crescimento, de

vascularizagdo e capacidade infiltrativa (Giakoumettis; Kritis; Foroglou, 2018).



18

Estudos in vitro que utilizaram essa linhagem celular demostraram a alteracdo de
marcadores de estresse oxidativo, como, elevacéo do teor de ERO, reducéo do teor
de sulfidrilas e nitritos, bem como, redu¢édo 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 migratoria e invasiva. Essa
linhagem apresenta alteragbes em parametros de estresse oxidativo ja descritos na
literatura, como por Feng et al. (2016), em seu estudo in vitro, onde observaram
elevacdo do nivel de ERO e malonaldeido, indicador de peroxidacdo lipidica, e
reducdo na expressao de isoformas da enzima SOD (Feng et al., 2016).

Ademais, na literatura, ja foram documentadas variacdes nos parametros
oxidativos em individuos acometidos pelo GBM. Em estudo, conduzido por Arslan et
al. (2011), foram observadas alteracGes na atividade das enzimas CAT e anidrase
carbbnica em pacientes com gliomas malignos. No mesmo estudo, a presenca de
niveis reduzidos de CAT e elevados de anidrase carbdnica foram correlacionados a
uma maior incidéncia desses tumores (Arslan et al., 2011).

Vujoti¢ et al. (2020), em seu estudo com individuos portadores de tumor
cerebral e hidrocefalia, também destacaram a presenca de estresse oxidativo como
fator de grande influéncia no desenvolvimento das patologias. Isso foi evidenciado
pela elevacdo na atividade das enzimas SOD e nos niveis de glutationa (GSH),
juntamente com uma reducédo na atividade de CAT, GST e na concentracdo de
grupos sulfidrila (Vujoti¢ et al., 2020).

Nesse contexto, € relevante destacar a associacao entre o estado inflamatério
crénico e o desenvolvimento de neoplasias. A inflamacao é caracterizada como uma
resposta de defesa do organismo a danos, como infec¢cdes ou lesdes. Durante esse
processo, ocorre a liberacdo excessiva de ERO/ERN, as quais podem causar
prejuizo ao DNA e outras proteinas, conforme mencionado anteriormente (Murata,
2018). Além das espécies reativas, outras moléculas mediadoras da inflamacéo
estdo envolvidas na progresséo das neoplasias, como as citocinas. A interleucina 10
(IL-10) é uma citocina produzida em abundancia pelo sistema imunolégico,
apresentando funcdo imunossupressora, favorecendo a proliferagcdo de células
tumorais e a metastase através do bloqueio da atividade do fator de necrose tumoral
(TNF), IL-2 e IL-12 (Khandia; Munjal, 2020). Logo, ao ponderarmos a significativa

implicagdo dos parametros de estresse oxidativo extensivamente relatadas no GBM,
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€ de grande valia considerar esses indicadores como alvos nas inovacfes

terapéuticas em desenvolvimento.

3.4 Diagnostico e terapéuticas atuais

O diagnostico do GBM é realizado por meio da identificacdo de aspectos
clinicos, sendo esses decorrentes da falha de atividades exercidas pela area do
cérebro atingida, variando de fraqueza, fadiga, alteracdes na fala e visdo, até perdas
de memodria e quadros convulsivos, em conjunto a exames de imagem (Alexander;
Cloughesy, 2017). As imagens, obtidas por ressonancia magnética, permitem a
identificacdo do local e tamanho do crescimento tumoral, bem como, auxiliam na
escolha da abordagem terapéutica. Ademais, relatos recentes sugerem o
diagnostico precoce via biomarcadores ndo invasivos, como os RNAs circulares
derivados de vesiculas extracelulares séricas (Stella et al., 2021), os quais
encontram-se ainda em investigacao.

Atualmente, o GBM conta com uma abordagem terapéutica multimodal,
incluindo ressecc¢do cirurgica, aplicagcdo de radioterapia e quimioterapia com a
utilizacdo do farmaco TMZ, o qual apresenta natureza lipofilica permitindo a sua
passagem facilitada pela barreira cérebro-sangue, entretanto essa neoplasia ainda
nao apresenta um tratamento curativo (Mohile et al., 2022). Ainda, o tratamento
convencional muitas vezes se torna ineficaz, visto que o GBM comumente adquiri
resisténcia ao TMZ devido a alteracdo na expressao de proteinas alquilantes,
enzimas de reparo do DNA e em vias de sinalizacdo celular, envolvidas na
proliferacdo, migracdo e morte celular (Lohitesh et al., 2018; Xu et al., 2022). A
associacao de sua agressividade junto a limitag&do terapéutica culmina em uma baixa
taxa de sobrevida, em torno de 5,5% em cinco anos (Uddin et al., 2020).Além disso,
o TMZ nao afeta somente as células cancerigenas, apresentando também efeitos
deletérios para as células saudaveis do SNC. A mielotoxidade é um efeito
secundario a terapia, sendo essa uma toxidade hematoldgica de elevada letalidade
(Robins et al., 2019), aléem de apresentacbes clinicas como nausea e fadiga
(Whitelaw, 2019).

3.5 Amora-preta
Ha mais de trés décadas o campo de pesquisa das propriedades medicinais

das plantas esta em crescimento (Corréa et al., 2014), de modo que a utilizagédo de
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medicamentos derivados de produtos naturais para o tratamento de neoplasias ja é
copiosamente explorada (Newman; Cragg, 2020). Alguns quimioterapicos a base de
plantas ja sao utilizados comercialmente, dentre esses: (a) Paclitaxel, obtido a partir
da casca do Teixo, empregado para o tratamento do cancer de mama (Samaan et
al.,, 2019); (b) Etoposideo, um farmaco semissintético sintetizado a partir da
podofilotoxina obtida da resina da planta Podophyllum peltatum, usual no tratamento
de cancer de pulméo (Bailly, 2023); e (c) Vimblastina, alcaloide proveniente das
partes aéreas de Catharanthus roseus, amplamente utilizado (Haque et al., 2018).

Nesse contexto, estudos epidemiolégicos relatam um efeito protetor do
consumo de frutas vermelhas na incidéncia de doencas crénicas, incluindo diversos
tipos de cancer (Cosme et al., 2022; Manganaris et al., 2013), efeito relacionado a
alta carga de compostos antioxidantes presentes nestas frutas, especialmente e em
maior concentracdo os compostos fendlicos, tais como taninos, acidos fendlicos e
antocianinas (Cosme et al., 2022).

A amora-preta pertencente ao género Rubus sp. da familia Rosacea (Figura
2), € um exemplo conhecido do grupo dos frutos vermelhos (Raseira et al., 2022). A
composicao do extrato metandlico desse fruto foi analisada por Chaves et al. (2020),
através da determinacdo fitoquimica dos compostos bioativos, sendo esses,
conteudo fenolico total e conteddo 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-galactosideo, cianidina-O-glucosideo, cianidina-O-rutinosideo, pelargonidina-O-
glicosideo e cianidina-O-malonilhexosideo (Chaves et al., 2020).

Figura 2 — Amora-preta

Fonte: Raseira et al., 2022.
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Os frutos da amora-preta sdo comercializados, e cada vez mais consumidos,
em sua forma fresca e processada (Diaconeasa et al., 2019). Ademais, extratos dos
frutos da amora-preta tém sido extensivamente exploradas quanto a seus potenciais
farmacoldgicos, dentre os quais j4 foram evidenciados potencial antioxidante e
anticolinesterasico (Mello et al., 2023), anticancerigeno (Kristo; Klimis-Zacas;
Sikalidis, 2016) e anti-inflamatorio (Velde et al., 2019). Tais propriedades, em
especial a antioxidante, apresentam carater protetivo frente a ocorréncia de doencas
cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como os gliomas, visto a correlacdo entre o
estado de estresse oxidativo com o surgimento e progressao dessas doencas
(Borjan et al., 2020).

A vista disso, encontra-se fomentado o campo de pesquisa para a elucidacéo
dos mecanismos de acao pelos quais a amora-preta, bem como seus constituintes,
promovem efeitos biolégicos desfavoraveis a ocorréncia e progressao de patologias.
Diferentes autores referenciam a relacdo entre as atividades biolégicas dos
compostos fendlicos e a reducdo de ERO, via modulagdo positiva das enzimas
antioxidantes SOD e CAT (Yahfoufi et al., 2018), efeito sequestrante de radicais
livres (Antonijevié et al., 2022), capacidade quelante de fons metélicos (Zurek et al.,
2022), bem como, a modulacdo de fatores de transcricdo como 0 Nrf2
(Shahcheraghi et al., 2022).

Recentemente, Gil-Martinez 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-inflamatorio,
além de, atividade antiproliferativa contra diferentes linhagens celulares de
carcinoma colorretal (Gil-Martinez et al., 2023). Consoante a tal, Chaves et al. (2020)
relataram efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios do extrato de amora, e ainda
propriedades neuroprotetoras, em seu modelo in vivo de mania induzida por
cetamina. Ademais, em modelo in vitro Sanchez-Velazquez et al. (2020)
descreveram a atividade antiglioma de fracbes enriquecidas de antocianinas
provenientes de amoras, entretanto a literatura que relaciona o extrato desse fruto a
modelos de GBM ainda é escassa.

Nesse cenario, uma caracteristica de grande relevancia sobre os compostos
fendlicos crescentemente relatada em modelos experimentais, € a capacidade dos
mesmos de atravessar a barreira cérebro-sangue e exercerem atividades

neuroprotetoras (Rashid et al., 2014; Veladsquez-Jiménez et al., 2021). Sendo que
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algumas moléculas apresentam a capacidade de permear a barreira cérebro-sangue
em sua forma integra, enquanto outras geram derivados que apresentam atividades
biolégicas (Figueira et al., 2017).

Por fim, é pertinente destacar que o grande interesse na geracdo e
exploracdo de produtos naturais como possiveis terapéuticas antineoplasicas
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 citotoxico dos extratos de frutas vermelhas e de seus compostos
majoritarios em células cerebrais saudaveis, 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 importancia da investigacdo do
potencial antitumoral e antioxidante do extrato de amora-preta frente ao GBM.
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4 MANUSCRITO

Os resultados incluidos nesta dissertacdo sdo apresentados na forma de
manuscrito. Os elementos Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos
Resultados e Referéncias do manuscrito seguem a estrutura conforme as normas da

revista a 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 pg/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 (Dominguez-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 Agropecudria de
Clima Temperado (EMBRAPA), located in the Pelotas/RS (31°40 ° 47"S and 52°26° 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% CO; (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 x
10* cells per well in 96-well plates and incubated in a CO 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% CO; 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 pg/mL. C6 glioma cells were seeded at a density of 5 x 103 cells in 96-well plates, 2 x 10* cells in 24-
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well plates, 2 x10* cells in 12-well plates, and 3 x 10° 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 x 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 pg/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 H»O,, 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 pg/mL), individual C6 glioma cells were kept in a CO 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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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
pg/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 pg/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 pg/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 U887 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 pg/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 Sanchez-Veldzquez 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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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 €), 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 pg/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 pg/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 pg/mL) on migration of C6 glioma cells at 0 h, 4 h, 6 h,
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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.
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5 DISCUSSAO

O GBM é um dos tumores mais malignos e agressivos que afetam o SNC,
manifestando restricdo e resisténcia as abordagens terapéuticas convencionais
(Schaff et al., 2023). Este estudo foi elaborado com o propésito de avaliar o potencial
do extrato metandlico de amora-preta no contexto dessa doenca.

O presente trabalho utilizou o extrato de amora-preta motivado por uma
pesquisa anterior conduzida pelo nosso grupo de pesquisa, cuja autoria é atribuida a
Chaves et al. (2020). No estudo em questao foi realizada a caracterizagao do extrato
metanadlico de amora-preta, da cultivar Tupy, onde foram detectados elevados teores
de fendlicos totais e antocianinas, respectivamente 111,53 mg e 10,56 mg por grama
de extrato seco. Ademais, as fragdes de antocianinas foram identificadas por meio
de cromatografia, as quais foram cianidina-O-galactosideo, cianidina-O-glucosideo,
cianidina-O-rutinosideo, pelargonidina-O-glicosideo e cianidina-O-malonil-hexosideo.

As antocianinas sdo uma classe de compostos bioativos amplamente
exploradas, ndo apenas por seu poder corante o qual confere a coloragao
caracteristica aos frutos em tons de rosa, vermelho, roxo e azul, mas também devido
aos seus notaveis potenciais nutracéuticos (Alappat; Alappat, 2020). Sdo diversos os
relatos que discutem 0s potenciais e possiveis aplicacfes farmacoldgicas dessa
classe, considerando sua atividade antimicrobiana, antioxidante, imunoestimulante,
antidiabética e antineoplasica. Essa variedade de propriedades confere um amplo
espectro de aplicacdes a essas substancias (Alappat; Alappat, 2020).

Tendo conhecimento que as antocianinas representam um dos compostos
majoritarios no extrato de amora-preta, mas também considerando os demais
compostos fendlicos. Acreditamos que, em face da complexidade do GBM, uma
abordagem terapéutica que permitisse a atuacao sinérgica desses compostos, como
o extrato bruto do fruto ao invés de seus componentes isolados, seria um
interessante alvo de exploragao.

Primeiramente, € importante salientar que ndo foram observadas alteracdes
significativas na viabilidade e biomassa celular das culturas priméarias de astrocitos
expostas ao extrato de amora-preta em elevadas concentragcbes, evidenciando a
seguranca do tratamento em relagdo as células saudaveis. Destaca-se que a
seguridade do uso de compostos fendlicos em modelo in vivo de GMB ja foi descrita
(Bona et al., 2019). A atuagéo seletiva do extrato é altamente valiosa, uma vez que o

TMZ, atualmente a Unica opc¢do quimioterapica utilizada (Mohile et al., 2022), afeta
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nao apenas as celulas cancerigenas, mas também células saudaveis, resultando em
efeitos secundarios indesejaveis, como imunossupressao, e manifestacdes clinicas
como constipacdo, fadiga e indisposicdo (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 a abundancia
de compostos fendlicos no extrato, conforme mencionado anteriormente (Chaves et
al., 2020). Estudos prévios destacam a capacidade protetora desses compostos,
especialmente as antocianinas, contra diferentes neoplasias, incluindo cancer
colorretal, de mama e até mesmo gliomas (Kou et al., 2016; Sanchez-Veladzquez 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 sequéncia, tendo em vista a correlacdo entre o estresse oxidativo e o
estabelecimento e avango tumoral, foram mensurados diferentes parametros
oxidativos. Observamos que o extrato de amora-preta exibiu a capacidade de reduzir
0s niveis de espécies reativas em todas as concentracdes testadas. Esse é um
importante indicador utilizado na pesquisa, uma vez que diferentes linhagens
cancerigenas exibem uma producédo elevada dessas espécies, 0 que é associado a
instabilidade genética e a tumorigénese devido a danos causados ao DNA, proteinas
e lipidios (Moloney; Cotter, 2018). Olivier et al. (2021) relataram que a producédo de
tais espécies no microambiente tumoral do GBM é elevada, podendo ser
correlacionada a progressao da doenca e a resisténcia farmacolégica.

Ademais, a exposicdo ao extrato de amora-preta, nos grupos de maior
concentragdo, promoveu a elevacdo do conteudo total de sulfidrilas e da atividade
das enzimas antioxidantes GST, SOD e CAT. As enzimas SOD e CAT séo
responsaveis por atuar sequencialmente na inativacdo dos radicais superoxido e
peréxido de hidrogénio, a SOD catalisa a dismutacdo do anion superéxido em
peréxido de hidrogénio e oxigénio, enquanto a CAT a conversdo do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Cheng et al., 2021). J4 a enzima GST, composta por
um grupo de isoenzimas, atua de forma significativa na desintoxicacdo de
xenobidticos, sendo que alteracdes em sua expressao estdo associadas a incidéncia
e progressao de diferentes neoplasias (Cui et al., 2020). Logo, o0 aumento na

atividade das enzimas mencionadas pode estar associado aos resultados anteriores,
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gue incluem reducéo dos niveis de espécies reativas, bem como de viabilidade e
biomassa das células cancerigenas. Em conformidade, estudos anteriores relatam a
capacidade dos compostos fendlicos em atenuar niveis de ERO através da
regulacdo positiva das enzimas SOD e CAT. Além disso, esses compostos tém o
potencial de intensificar a ativacdo de fatores de protecdo enddgena 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 compreensdo sobre o efeito citotoxico do extrato,
conduzimos o teste de ensaio clonogénico, uma medida comumente empregada
para avaliar a capacidade de sobrevivéncia celular e formacéo de colbénias (BRIX et
al., 2020). O extrato de amora-preta demonstrou a capacidade de diminuir tanto o
namero quanto o tamanho das colénias de C6, em comparacdo com O grupo
controle, em concordancia aos resultados anteriormente realizados e citados,
ratificando o potencial antineoplasico do tratamento em estudo.

Sequencialmente, o ensaio de migracdo celular demonstrou resultados
favoraveis, uma vez que o extrato de amora-preta promoveu a reducédo significativa
da migracédo das células cancerigenas quando comparado ao grupo controle. Nesse
contexto, é relevante salientar a elevada capacidade de angiogénese, e
conseguentemente invasiva e migratoria, observada no GBM. Processo que esta
diretamente associado a progressdo e malignidade dessa classe de tumores (Ahir;
Engelhard; Lakka, 2020). Logo, uma terapia que retarde esse fendbmeno é de grande
relevancia.

Em concordancia, estudos prévios conduzidos por nosso grupo de pesquisa
demonstraram efeitos similares na reducdo da migracdo de células cancerigenas.
Bona et al. (2019) relataram a capacidade do acido tanico, um polifenol em sua
forma isolada, de reduzir a migracdo de células cancerigenas da linhagem C6 a
partir de 12 h de exposi¢cao. 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 invasdo a tecidos
adjacentes, como ja mencionado anteriormente, a literatura aborda uma possivel
correlacdo dessa caracteristica com a expressdo anormal das metaloproteinases de
matriz (MMPs), uma familia de enzimas que degradam a matriz extracelular (Beylerli

et al.,, 2022). Por sua vez, ja existem relatos da interferéncia dos polifendis na
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expressdo das MMPs em modelos de cancer, notando-se a capacidade desses em
inibir a secrecdo dessas espécies e assim promover a reducdo da migracao celular
(Niedzwiecki et al., 2016). Achados que indicam o potencial antimetastatico da
classe dos compostos fendlicos.

Ainda, foram avaliados os niveis de IL-10 no sobrenadante das células C6
expostas ao extrato de amora-preta, revelando uma notavel reducdo em todas as
concentragbes testadas. A IL-10 € uma importante citocina anti-inflamatéria e
imunomoduladora, considerada um interessante alvo terapéutico, especialmente
devido seu efeito pleiotrépico (Saraiva; Vieira; O’garra, 2020). A elevacdo dos niveis
de IL-10 no microambiente tumoral do GBM, um ambiente imunossupressor devido
ao padrao celular heterogéneo que o constitui, ja € relata e associada a progressao
tumoral e ineficacia terapéutica (Widodo et al., 2021).

Ainda, supbe-se gque 0s niveis elevados decorram em parte da secrecao de
IL-10 por um grupo especifico de células tumorais semelhantes a tronco, mas em
maior nivel 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 transcricdo-3 (JAK-STAT3), correlacionado a progressao tumoral
(Widodo et al., 2021). Dessa forma, uma terapéutica que promova a reducdo dos
niveis dessa citocina parece ser promissora. Shiri et al. (2015) relataram em seu
modelo experimental de cancer de mama a capacidade de alguns compostos
fendlicos em aumentar macréfagos com fenétipo M1 e reduzir M2, e assim reduzir a
producao de IL-10, uma vez que os de fenétipo M2 sédo os maiores produtores desta
interleucina (Shiri et al., 2015).

Em conjunto aos testes conduzidos na linhagem de rato C6, realizamos a
avaliacdo do extrato de amora-preta sobre a viabilidade e biomassa da linhagem de
glioma humano U87. Observamos que o tratamento reduziu significativamente
ambos os pardmetros em todas as concentracdes testadas, de forma dose
dependente. Aléem disso, essa reducdo foi mais acentuada em comparacdo 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
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Vale ressaltar que a preferéncia pelo uso da linhagem C6 de forma majoritaria
nos testes, se deu visando a continuidade dos estudos em modelos in vivo. Essa
escolha foi respaldada pelo fato de que a linhagem C6 € 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 predilecdo pela
utilizagdo do extrato bruto do fruto e ndo de seus componentes isolados como
frequentemente relatado. Tal escolha foi embasada na ja descrita correlacdo entre
uma alimentacdo saudavel, que inclui uma abundancia de vegetais e frutas, e a
reducdo na incidéncia e/ou progressdo de neoplasias. Essa reducdo é atribuida
principalmente ao impacto coletivo dos polifendis (Dinu et al., 2017; Zhai et al.,
2021). Logo, acreditamos que explorar o potencial de atuagcdo sinérgica dos

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

A partir dos dados obtidos foi possivel evidenciar o potencial antitumoral do
extrato metanolico de amora-preta frente as linhagens de glioma C6 e U87. Vale
ressaltar que esse efeito foi observado de maneira seletiva, uma vez que o
tratamento ndo demonstrou citotoxicidade em células de astrocitos saudaveis
provenientes do cultivo primario.

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 reducdo da producdo de ERO, reverteu a
atenuacao do teor de sulfidrilas, bem como da atividade das enzimas SOD, CAT e
GST, impediu o crescimento e formacdo de colénias cancerigenas, reduziu a
capacidade migratéria das células cancerigenas e atenuou os niveis 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 possivel aplicabilidade desses frutos no GBM,
area ainda pouco explorada. Sendo assim, nossos dados respaldam estudos futuros
para uma melhor compreensdo dos mecanismos de acdo deste extrato e de seus
compostos majoritarios, visando o possivel uso da amora-preta como uma terapia

coadjuvante em pacientes acometidos pelo GBM.
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Anexo A — Carta de aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA)

08/02/2019 SEWUFPel - 0278125 - Parecer

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N*° 104/2018/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.031292/2018-18
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacio das atividades antitumoral e antioxidante de produtos
naturais em modelo pré - clinico de glioblastoma multiforme” processo numero 23110.031292/2018-18,
de responsabilidade de Francieli Moro Stefanello- que envolve a produgdo, manutengio ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos). para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementagio pela
Comissio de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de 10/09/2018.

Finalidade (X)) Pesquisa ( ) Ensino
[Vigéncia da autorizagao 15/09/2018 a 01/07/2020
[Espécie/linhagem/raga IRattus norvegicus/Wistar
IN® de animais 296
Tdade 80 RN 216 com 60 dias
Sexo Machos ¢ Fémeas Machos
(Origem [Biotério Central - UFPel

Cédigo para cadastro CEEA 31292-2018

SEWUFPel - 0278125 - Parecer

M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

Seil Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX, Médico
. @ Veterinario, em 14/09/2018, &s 11:36, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.

assinatura

Seronics 62, § 12, do Decreto n? 8,539, de 8 de outubro de 2015.

+ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

3 http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador externo.php?

Referéncia: Processo n2 23110.031292/2018-18 SEl n2 0278125
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