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Resumo

A carcinogénese ¢ um processo longo, multi-etapas, onde células normais progressivamente
adquirem um fenétipo neopldsico. Sua origem € favorecida por fatores genéticos, exposicdo 2
carcinégenos quimicos, infec¢des cronicas e incorporacdo de mutacdes em genes envolvidos com a
regulacdo da homeostase celular. O crescente entendimento da biologia tumoral tem fornecido alvos
moleculares para a triagem orientada de quimioterdpicos e de agentes quimiopreventivos,
geralmente de origem natural ou sintetizados com base em produtos naturais. A evolucido da
quimica organica permitiu que compostos naturais fossem sintetizados de forma econdmica e
aperfeicoados quanto as suas propriedades fisico-quimicas, favorecendo sua disponibilidade. Esse
trabalho teve como foco a goniotalamina, uma estiril-lactona naturalmente encontrada na forma
enantiomérica (R) em plantas do género Goniothalamus (Annonaceae). Foram sintetizadas as
formas (R), (S) e racémica, que em painel de nove linhagens tumorais humanas levaram a inibi¢ao
de crescimento e morte celular com elevada poténcia. Apesar da poténcia sobre a MCF-7
(carcinoma mamadrio responsivo ao estrogeno), estudos com estimulacao estrogénica revelaram que
a atividade da goniotalamina € independente da via hormonal. De qualquer maneira, a
goniotalamina racémica inibiu em 65% a proliferacio da MCF-7 implantada em fibras
semipermeaveis (hollow fiber) em camundongos. A citometria de fluxo revelou que o racemato de
goniotalamina induz apoptose na linhagem tumoral de célon HT-29 em baixa concentragdo (10
ug/mL), com participagdo das caspases 8 ¢ 9, sugerindo ativagdo das vias extrinseca e intrinseca.
Houve também inducio de apoptose na linhagem de melanoma humano SK-MEL-2, mas esse efeito
diminuiu quando essa linhagem foi transfectada com Bcl-X;, inibidor apoptdtico ligado a
mitocOndria, sugerindo ativagdo principalmente da via apoptotica extrinseca, com ativagcdo da via
intrinseca para amplificagdo do sinal. A goniotalamina em suas trés formas comprovou in vivo a
atividade apresentada in vitro, pela inibicdo do desenvolvimento tumoral em modelo de tumor
sé6lido e ascitico de Ehrlich, sem sinais de toxicidade nas doses efetivas. Esses resultados, aliados
aos bons rendimentos na rota sintética, favoreceram a continuidade dos estudos com a forma
racémica. Considerando que aproximadamente 25% dos tumores estdo relacionados com
inflamacdes crdnicas, a goniotalamina racémica foi avaliada em modelos de edema de pata induzido
por carragenina e por diversos mediadores (fosfolipase A,, histamina/serotonina, prostaglandina E,
e bradicinina), apresentando atividade anti-edematogénica em todos os modelos. Corroborando com
esses resultados, a goniotalamina apresentou efeito antinociceptivo em modelos de algesia
induzidos por processos inflamatérios. A goniotalamina inibiu o desenvolvimento de colite induzida
por TNBS e o tratamento oral (30 mg/kg, trés vezes por semana/tr€s meses) preveniu o
desenvolvimento de inflamacéo e cAncer em animais deficientes em interleucina 10, sem apresentar
sinais de toxicidade. Tais dados foram revelados ap6s andlise de dano macroscépico e microscopico
(histologia) do célon, havendo diminuicdo da expressdo relativa dos genes para TNFo e MMP9,
importantes no processo inflamatério e de invasdo e metdstase. Além disso, a goniotalamina
diminuiu a incidéncia de metastase pulmonar em modelo de melanoma metastitico. Os resultados
obtidos e o perfil multi-alvos apresentado pela goniotalamina sugerem sua avaliagdo em terapias
combinatdrias para tratamento de processos inflamatérios cronicos e de cancer.
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Abstract

Carcinogenesis is a long process involving several steps, in which normal -cells

progressively acquire a neoplastic phenotype. Its origin is favored by genetic factors, exposure to
chemical carcinogens, chronic infections and incorporation of mutations into genes involved in
regulation of cellular homeostasis. The increasing understanding of tumor biology has provided
molecular targets for screening of targeted chemotherapeutic and chemopreventive agents, usually
from natural sources or synthesized based on natural products. The improvement of organic
chemistry allowed the synthesis of natural products in an economic and refined way, with
improvement on their physicochemical properties and availability. This work focuses on
goniothalamin, a styryl-lactone naturally found on its enantiomeric form (R), in plants of
Goniothalamus (Annonaceae) genus. The (R), (S) and racemic forms were synthesized and led to
growth inhibition and cell death in a panel of nine human tumor cell lines, with high potency.
Despite the potency against MCF-7 (breast carcinoma responsive to estrogen), estrogen stimulation
studies revealed that the goniothalamin activity is independent of the hormone pathway. Anyway,
racemic goniothalamin inhibited on 65% the proliferation of MCF-7 implanted into semi permeable
fibers (hollow fiber) in mice. Flow cytometry analysis showed that low concentration of racemic
goniothalamin (10 pg/mL) leads colon tumor cell line (HT-29) to apoptosis with involvement of
caspase 8 and 9, suggesting the activation of the extrinsic and intrinsic pathways. Apoptosis was
also induced in human melanoma cell line SK-MEL-2, but the activity was decreased in SK-MEL-2
transfected with Bcl-X;, a mitochondrial related apoptotic inhibitor, suggesting mainly activation of
the extrinsic apoptotic pathway, with activation of the intrinsic pathway to amplify the signal.
Goniothalamin on its three forms comproved in vivo the in vitro activity by inhibiting tumor
development in models of Ehrlich solid and ascitic tumor in mice, without signals of toxicity at the
effective doses. These results, combined with good yields in the synthetic rout favored the racemic
form to continue the in vivo studies. Considering that about 25% of tumors are related to chronic
inflammation, racemic goniothalamin was evaluated in models of paw edema induced by
carrageenan and various mediators (phospholipase A,, histamine/serotonin, prostaglandinE, and
bradykinin) displaying anti-edematogenic activity in all models. Corroborating these results,
goniothalamin showed antinociceptive effect in models of algesia induced by inflammatory
processes. It also inhibited the development of TNBS-induced colitis and oral treatment (30mg/kg,
three times/week, three months) prevented the development of inflammation and cancer in
interleukin-10 deficient mice, without signals of toxicity. These data were revealed after
macroscopic and microscopic (histology) colon damage analysis, with decreased expression of
TNFa and MMP9, which are important in inflammation, invasion and metastasis process.
Furthermore, goniothalamin reduced the incidence of lung metastasis in a metastatic melanoma
model. These results and the multitarget profile presented by goniothalamin suggest its evaluation
in combinatory therapies for treatment of chronic inflammation and cancer.
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Introducdo






Introdugio

1 - Cancer

Cancer é o termo utilizado para discriminar doengas caracterizadas pela divisao e
crescimento desordenado de células, que sdo capazes de invadir outros tecidos e 6rgaos,
espalhando-se para outras partes do corpo através de vasos sanguineos e linfaticos. Cancer
ndo € uma doenga, mas um conjunto de doencas, havendo mais de 100 tipos diferentes de

cancer (NCI-EUA, 2012; INCA, 2012).

No Brasil, estima-se que para o ano de 2013 serdo aproximadamente 518.510
novos casos, sendo que os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma,
prostata, pulmao, estdmago, colon e reto para o sexo masculino e os canceres de pele ndo
melanoma, mama, colo do utero, glandula tireoide, c6lon e reto para o sexo feminino.
Estendendo-se as previsdes para o mundo todo, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
estima que no ano de 2030 tenhamos 27 milhdes de casos incidentes de cancer (INCA

2012).

O surgimento de um céncer € um processo complexo que em geral leva décadas,
onde células normais progressivamente adquirem um fendtipo neopldsico através do
processo de carcinogénese. Esse € um processo multi-etapas, que pode ser racionalizado
pela necessidade das células neopldsicas (ou tumorais) incipientes em adquirir
caracteristicas que favorecam o desenvolvimento tumoral, podendo atingir a malignidade
(Hanahan & Weinberg, 2011). Tais necessidades podem ser traduzidas como respostas as
barreiras ambientais a proliferacdo e ao crescimento, as chamadas pressdes seletivas do
ambiente, que governam a entdo “evolugdo somadtica”, direcionada por uma sequéncia de
mutacdes randdmicas e alteragdes epigenéticas no DNA, afetando genes que controlam a
proliferagdo e sobrevivéncia e fornecendo as caracteristicas do fendtipo maligno (Gatenby

& Gillie, 2008). Dentre as barreiras ambientais a serem transpostas estdo a perda do



contato célula-célula, promog¢do inadequada do crescimento, senescéncia, hipdxia, acidose,
isquemia, dentre outras e cada barreira é vencida pela estratégia resultante das modificacdes
genéticas consequentes dessas pressoes seletivas. Dessa forma, existe um vasto consenso de
que o cancer € uma doencga genética e que o acimulo de alteracdes genéticas € a base do

surgimento e evolugdo do tumor (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012; Weinberg, 2008).

Cada modificacdo genética adquirida confere as células tumorais um tipo de
vantagem, constituindo os hallmarks (caracteristicas) do céncer: capacidades adquiridas
pelas células tumorais durante o desenvolvimento tumoral que favorecem sua manutencao,
como a proliferacdo auto-sustentada, evasdo de sinais supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, replicacdo ilimitada, inducdo de angiogénese e ativacdo de

invasao e metdstase (Hanahan & Weinberg, 2000) (Figura 1).

Figura 1 - Os hallmarks do cancer

Evasao dos sinais de
supressao de
crescimento

Ativagao de
mecanismos de invasdao
e metastase

Os hallmarks do cancer. A figura mostra as seis caracteristicas adquiridas pelas células tumorais que
favorecem o desenvolvimento tumoral, sendo: proliferacdo auto sustentada, evasdo dos sinais de supressao de
crescimento, ativaciio de invasdo e metdstase, imortalidade replicativa, indu¢do de angiogénese e resisténcia
aos sinais de morte celular. Adaptado de Hanahan D & Weinberg RA. (2011). Hallmarks of cancer: the next
generation. Cell, 144: 646-74.

Aliadas a tais caracteristicas estdo as chamadas “enabling characteristics” -

instabilidade gendmica (que gera a diversidade genética que acelera a aquisi¢do dos



hallmarks) e a inflamac¢do associada ao tumor (que favorece e alimenta as caracteristicas
adquiridas), além de caracteristicas emergentes (“emerging hallmarks™) — reprogramacao
do metabolismo celular e evasdo da destrui¢ao pelo sistema imune (Hanahan & Weinberg,

2011) (Figura 2).

Figura 2 — Hallmarks emergentes e caracteristicas que favorecem o

desenvolvimento tumoral
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Hallmarks emergentes e caracteristicas que favorecem o desenvolvimento tumoral. Surgem dois novos
hallmarks adquiridos pelas células tumorais: reprogramacao do metabolismo celular e fuga da destruic@o pelo
sistema imune. Surgem também duas caracteristicas que favorecem o desenvolvimento tumoral: instabilidade
gendmica e mutagdes e inflamacdo associada ao tumor. Adaptado de Hanahan D & Weinberg RA. (2011).

Hallmarks of cancer: the next generation.Cell, 144: 646-74.

Inicialmente, o estudo do cancer seguia um caminho reducionista: o sistema
complexo era dividido em secdes menores que foram estudadas individualmente,
desmontando tecidos em células e componentes celulares em moléculas, o que gerou muito
progresso no entendimento dos processos celulares e moleculares; o cincer era tratado
como um processo celular autdbnomo, onde a maioria de seus atributos poderia ser
entendida em termos dos genes que suas células carregavam (Weinberg, 2008). Porém,

cada vez mais se dd importancia ao ambiente tumoral, pois sozinhas as células tumorais nao



desenvolvem a doencga; ao contrdrio, elas recrutam e corrompem células normais a

contribuirem nesse processo (Hanahan & Coussens, 2012).

Tumores sélidos sdo estruturas complexas e heterogéneas, compostos pelas células
tumorais embebidas em uma matriz extracelular e em uma rede vascular, rodeadas por um
estroma dindmico composto por células ndo malignas, como fibroblastos, células do
sistema imune e células endoteliais (Trédan et al, 2007; Egeblad et al, 2010; Kessembrock
et al, 2010; Gordon et al, 2011; Hanahan & Coussens, 2012). De fato, dinamismo € uma
caracteristica das células normais que rodeiam o tumor, onde sdo participantes ativas,
contribuindo com o desenvolvimento do processo carcinogénico. Dessa forma estd claro
que as caracteristicas tumorais ndo podem ser tracadas diretamente de células tumorais
individuais e seus genes: o cancer € uma doenca de comunicagdes e circuitos, onde células
mutadas, que se expandem clonicamente, trazem vantagens adquiridas e coordenam seu
ambiente através de sinais e conexdes, liga e desliga, em um circuito orientado para a

expansao e sobrevivéncia (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

Quanto a etiologia do cancer, além dos erros naturais que ocorrem durante a divisao
e proliferacdo celular, a hereditariedade e o ambiente (ambiente fisico e estilo de vida): na
realidade, a grande maioria dos canceres € causada por fatores ou agentes externos ao
corpo; € em minoria, estdo os canceres causados por diferencas no comportamento
reprodutivo e aos efeitos resultantes do meio hormonal (Weinberg, 2008). Dentre os fatores
ambientais mais importantes estdo o tabagismo, hdbitos alimentares, alcoolismo, habitos
sexuais, medicamentos, fatores ocupacionais e exposi¢ao prolongada ao sol (INCA, 2012).
O aumento da expectativa de vida tem relacdo direta com a incidéncia de cancer: quanto

mais o individuo vive, mais tempo ele se expde aos fatores ambientais que o predispde ao

desenvolvimento tumoral.

Alguns fatores ambientais muitas vezes atuam como carcindgenos, ou seja, eles
induzem algum tipo de estresse tecidual/celular que levard a uma instabilidade, seja

oxidativa, metabdlica ou gendmica. Ao induzir esse estresse, hd também o disparo para o



processo de carcinogénese, que € dividido em trés fases: iniciacdo, promog¢ao e progressao
tumoral (Karin & Greten, 2005).

A iniciacdo envolve mudancas irreversiveis ao DNA, por carcindgenos quimicos ou
fisicos, levando a ativacdo de oncogenes e/ou inativacdo de genes supressores de tumor. No
estdgio de promocao, o estimulo por certos agentes leva as células mutadas a se expandirem
por sinalizarem para a proliferacdo celular ou reducdo dos processos de morte celular
(Coussens, 2002; Karin & Greten, 2005). Exemplos de promotores tumorais sdo estrogeno,
progesterona, agentes infecciosos como o virus para hepatite B e C, Helicobacter pylori,
tabaco e inflamacdes cronicas (Weinberg, 2008). Finalmente, aumento em tamanho,
invasdo de tecidos adjacentes e metdstase caracterizam o estdgio de progressdo tumoral,
quando o tumor pode acumular outras mutacdes, exacerbando assim seu fen6tipo maligno
(Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

Estudos acerca da relacdo cancer-inflamacdo cresceram muito nos dltimos anos,
apesar dessa relacdo ndo ser novidade, ja que em 1863 Rudolf Virchow relatava a presenca
de um infiltrado leucocitario no tecido neoplésico, o que foi interpretado como prova da
origem de um tumor a partir de regides inflamadas (Balkwill & Mantovani, 2001).
Atualmente, dados epidemioldgicos indicam que mais de 25% dos tipos de cancer estdo
relacionados a infec¢des cronicas e outros tipos de inflamacao (Schetter et al, 2010).

A inflamagdo € parte da resposta do organismo aos estimulos internos e externos; €
uma forma de “contra-ataque”: quando a homeostase tecidual é perturbada, macré6fagos e
mastdcitos imediatamente liberam mediadores soluveis, tais como citocinas, quimiocinas €
histamina, que induzem a mobilizacdo e infiltracdo de leucdcitos até o sitio da injuria,
caracterizando o processo inflamatério (Visser et al, 2006). Quando essa resposta ¢ mantida
por um curto periodo de tempo, possui beneficios terapéuticos; porém, quando se torna
cronica, pode desencadear uma doenga. De fato, inflamagdes cronicas estdo envolvidas em
diversas patologias como doencas cardiovasculares, diabetes, artrite reumatoide,
Alzheimer, doencas pulmonares, desordens auto-imunes e cancer (Aggarwal et al, 2006;
Medzhitov, 2010). Como consequéncia do estresse oxidativo gerado, a inflamacdo crénica
leva a uma excessiva remodelagdo tecidual e modificagbes ao DNA e proteinas,

aumentando os riscos para o desenvolvimento do cancer (Visser et al, 2006) (Figura 3).



Figura 3 — Fatores de risco ambientais para o surgimento de cincer através do

estabelecimento de processo inflamatério
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Fatores de risco ambientais para o surgimento de cancer através do estabelecimento de processo inflamatério.
Diversos estimulos do ambiente levam a liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios e ativagc@o de fatores de
transcri¢do que vao gerar uma resposta inflamatdria aguda, terapéutica. Se essa resposta ndo for resolvida, ela
se tornard cronica e patolégica, favorecendo o desenvolvimento tumoral. Adaptado de Aggarwal BB,
Shishodia S, Sandur SK, Pandey MK, Sethi G. (2006). Inflammation and cancer: how hot is the link?
Biochem Pharmacol, 72: 1605-21.

Além das doencas inflamatdrias serem fatores de risco para o desenvolvimento do
cancer, existe outras evidéncias da relacdo cancer-inflamagdo mesmo em tumores nao
origindrios de processos inflamatérios cronicos. Hanahan & Weinberg, em sua revisao
sobre os hallmarks do céncer, incluem a inflamacdo como um hallmark facilitador, que
contribui com o desenvolvimento tumoral, pois esse processo supre o microambiente
tumoral com moléculas bioativas como fatores de crescimento, de sobrevivéncia, pré-
angiogénicos, enzimas que modificam a matriz extracelular, entre outros (Hanahan &
Weinberg, 2011). Outra evidéncia acerca dessa relacdo € o fato de que o uso prolongado de
AINEs (anti-inflamatdrios ndo esteroidais) tem sido associado a redugdo de risco para o

desenvolvimento de vdrios tipos de cancer, havendo inclusive diversas triagens clinicas
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randomizadas que mostram esse efeito preventivo ou protetor em casos de cancer de célon,
mama, prostata e pulmao (Sandler et al, 2003; Schetter ef al, 2010; Wang & Dubois, 2010).

Um dos tipos de cancer mais influenciados pelo ambiente inflamatério € o cancer
colorretal (CCR), sendo o terceiro tipo mais comum em homens e mulheres e a terceira
causa de mortalidade por cincer nos Estados Unidos (Cheung et al, 2010). No Brasil a
estimativa para este tipo de cancer € de 30.000 novos casos em 2012 (INCA, 2012). Dentre
os fatores de risco para o CCR estdo as doengas inflamatorias intestinais do célon, como a
retocolite ulcerativa cronica e a Doenca de Crohn, as quais compartilham diversas
caracteristicas inflamatérias incluindo ativacdo imune, infiltracdo leucocitdria no tecido
colonico e aumento da densidade vascular (Cromer et al, 2011).

A relacdo cancer-inflamacido tem duas vias: uma extrinseca, onde as condi¢cdes
inflamatorias facilitam o desenvolvimento do cincer e uma intrinseca, onde as proprias
células tumorais estimulam o inicio do processo inflamatério, estabelecendo assim um
microambiente favordvel ao desenvolvimento tumoral. E por essa razdo que, independente
da origem do tumor, sempre existem células inflamatorias ao seu redor (Colotta et al, 2009;
Schetter et al, 2010).

Todos esses processos orquestrados pelas células tumorais em seu microambiente
representam uma barreira para o sistema imune, ou seja, as células tumorais ndo sao alvos
passivos do sistema imune hospedeiro. Ao contrdrio, as células imunes ali presentes nao
apenas deixam de exercer suas fungdes antitumorais, mas também passam a promover o
desenvolvimento tumoral (Whiteside, 2008). O estroma tumoral € constituido de
fibroblastos/miofibroblastos, células epiteliais, células do sistema imune, do sistema
vascular, da musculatura lisa, além dos componentes da matriz extracelular. Todas elas
originalmente nao sdo malignas, mas devido as caracteristicas do meio onde se encontram,
adquirem um fendtipo anormal que proporciona fungdes alteradas, levando ao crescimento
e proliferacdo exacerbada do tumor (Li et al, 2007). Dessa forma, o ambiente tumoral
oferece multiplos alvos para a terapia anticancer, entre eles a inflamagdo associada ao
tumor (Li et al, 2007).

Considerando que o microambiente € um componente determinante na formagao e

manutencdo tumoral, o entendimento de seu papel na tumorigénese poderd auxiliar na
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transposicdo desses conhecimentos para a clinica. Dessa forma, o co-tratamento com
drogas que modifiquem o ambiente tumoral pode promover uma resposta adjuvante com os
quimioterdpicos que atuam em alvos especificos (Bissel & Hines, 2011).

A maioria dos agentes antineopldsicos utilizados atualmente possui poder
antiproliferativo, ou seja, atua sobre a divisdo celular. Com isso, tendem a afetar ndo
somente as células tumorais, mas também outras células de proliferacdo ripida, acarretando
em efeitos toxicos para células normais, tais como: mielossupressao (toxicidade da medula
Ossea), cicatrizagdo deficiente de feridas, queda de cabelos, lesdo do epitélio
gastrointestinal, esterilidade, teratogénese (Rang et al, 2004). Portanto, € importante que o
foco da quimioterapia ndo se detenha as células tumorais e a seus mecanismos de divisdo e
proliferacdo, mas que englobe outros contextos.

Recentemente diversos estudos propdem terapias combinatdrias que enfocam nao
apenas o tumor propriamente dito, mas também o papel do microambiente em varios tipos
de cancer. Algumas dessas terapias ja foram aprovadas pelo FDA (US Food and Drug
Administration) para o tratamento de diversos canceres, como inibidores de angiogénese
(Avastin®) e o anti-inflamatério Celebra®, inibidor de COX-2, utilizado em estudos
clinicos de fase II como adjuvante no tratamento de cancer de prdstata e pancreas, por
suprimir o crescimento de vasos (Bissel & Hines, 2011). Cada vez mais o conceito de
terapia multi-alvo se destaca, para atingir tanto o tumor propriamente dito quanto seu
ambiente.

A historia da quimioterapia ja viveu varios capitulos. Nos anos 1890 foram
descobertos os raio-x e as radiagdes ionizantes, permitindo o uso da radioterapia no
tratamento do cancer. Em 1940 se observou que mostardas nitrogenadas, utilizadas como
armas de guerra, levavam a regressdo de linfoma nido-Hodgkin por reagirem quimicamente
com o DNA. Nesta mesma €poca também foi descoberta a acdo dos antifolatos e na
sequéncia houve o surgimento do Programa Nacional de Quimioterapia do Instituto
Nacional do Cancer (NCI) nos Estados Unidos em 1955. Em 1959 o FDA aprova o agente
alquilante ciclofosfamida e em 1970 ocorre a cura de linfomas com terapias combinatorias.
Em 1975 uma combinacdo de ciclofosfamida, metotrexato e fluoracila (CMF) se mostra

efetiva no tratamento adjuvante para cancer de mama, descoberta seguida pela aprovagao
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da cisplatina no tratamento de cancer de ovdrio e de outros tumores s6lidos. Em 1989 o
NCI introduz a triagem usando 60 linhagens celulares derivadas de diferentes tipos de
tumores humanos e em 1992 o FDA aprova o taxol. Em 2001 surge o Glivec®, seguido do
Avastin®, agentes anti-angiogénicos para o tratamento de cancer de c6lon (Chabner &
Roberts Jr., 2005; DeVita & Chu, 2008).

Como frutos dessa histéria, os principais agentes antineopldsicos podem ser
divididos nas seguintes categorias: agentes alquilantes (ciclofosfamida, cisplatina),
antimetabolitos (metotrexato, 5-fluorouracil), antibidticos citotéxicos (doxorrubicina,
bleomicina) e derivados vegetais (alcaldides da vinca, taxanos, etoposida, campotecinas)

(Rang et al, 2004).

2 - A busca por agentes anticdncer e os produtos naturais

A natureza tem sido fonte de produtos medicinais hd milénios, acompanhando a
histéria da humanidade. Com o aperfeicoamento dos métodos de isolamento, identificagao
e sintese, durante o ultimo século muitas drogas foram desenvolvidas a partir de fontes
naturais, particularmente de espécies vegetais (Cragg & Newman, 2009).

E dificil datar o inicio do uso de drogas no tratamento do cincer, pois ervas e outras
preparagdes eram usadas para esse fim desde a antiguidade (Baguley, 2002). Hartwell, em
sua revisdo em 1982, lista mais de 3000 plantas usadas no tratamento do cancer (apud
Cragg & Newman, 2009). Como consequéncia, mais de 60% dos agentes anticancer
utilizados hoje sdo provenientes de produtos naturais, incluindo plantas, microorganismos e
organismos marinhos (Cragg & Newman, 2005).

Os agentes anticancer provenientes de produtos naturais mais utilizados na clinica
pertencem a quatro classes principais, incluindo derivados sintéticos ou semi-sintéticos:
alcaléides da Vinca — vinblastina e vincristina (Catharanthus roseus G.Don.),
epipodofilotoxinas de Podophyllum peltatum L., taxanos de Taxus brevifolia Nutt e
camptotecinas de Camptotheca acuminata Decne (Balunas et al., 2006). Em geral essas
substancias atuam em eventos relacionados ao DNA e a divisdo celular, impedindo a

formacdo do fuso mitético e sua polimerizacao (vinblastina, vincristina, taxanos), inibindo a
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acdo das topoisomerases e entdo o processo de replicagio do DNA (camptotecinas,
etoposideos) (Rang et al, 2004). Hoje, outras classes de produtos naturais, tais como
bastétias, j4 se encontram em fase de testes clinicos, como a epotilona B de Sorangium
cellulosum, a romidepsina da Chromobacterium violaceum e a dibenzodiazepina ECO-4601,

da Micromonospora sp (Gordaliza, 2007) (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura quimica de alguns compostos isolados de produtos

naturais empregados em testes clinicos

HO O O OH O \O/‘Y

camptotecina epotilona B romidepsina ECO-4601

Esses exemplos demonstram que os produtos naturais constituem uma das
principais fontes de drogas efetivas no tratamento do cancer e muitas vezes 0s cOmpostos
nao sdo utilizados tal e qual como sado isolados, mas inspiram o desenvolvimento de novos
agentes potenciais (Cragg & Newman, 2005). O desenvolvimento da quimioterapia e
quimica analitica na primeira metade do século 20 permitiu que compostos fossem isolados
de uma variedade de plantas, animais e microorganismos (Baguley, 2002). O advento da
quimica organica sintética permitiu que compostos isolados de produtos naturais fossem
sintetizados em larga escala ou utilizados como protétipos para a sintese de derivados a fim
de aperfeicoar propriedades fisico-quimicas, refletindo em melhor solubilidade, distribuicao

e farmacocinética (Denny, 2002; Gordaliza, 2007).
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Um dos motivos que faz dos produtos naturais fontes ricas de compostos com
potencial terapéutico é que grande parte deles sdo metabdlitos secundérios produzidos por
organismos para defesa contra predacdo e também para comunica¢do, sendo muitas vezes
téxicos e, portanto, com potenciais antiproliferativos ou irritativos (Cragg et al, 2009).
Outra caracteristica desses metabdlitos secunddrios é que em geral sdao evolutivamente
selecionados para se ligarem a macromoléculas, representando, portanto, estruturas
privilegiadas, que sdo excelentes moldes (femplates) para a sintese de novas moléculas
(Denny, 2002). Nesse sentido, estudos de estrutura—atividade siao realizados para
aperfeicoar a producdo dessas novas moléculas (Cragg et al, 2009).

Um dos pioneiros na busca de drogas anticincer de origem natural ¢ o NCI-USA
(National Cancer Institute-USA), que em 1955 iniciou seus trabalhos de triagem, em
modelos experimentais de leucemias murinas (L1210 e P388). Apos 1975 a triagem passou
a ser realizada em dois estdgios: no primeiro as drogas eram selecionadas através de
modelo de leucemia murina (P388) e no segundo passavam por modelos utilizando animais
imunodeficientes, com implante de células tumorais humanas. Nessa segunda etapa eram
utilizadas de quatro a oito linhagens humanas. Durante o periodo 1955 — 1985 foram
avaliadas cerca de 600 mil substancias que resultaram na maioria das drogas que hoje sdo
utilizadas na quimioterapia do cancer (Chabner & Roberts, 2005; Shoemaker, 2006).

A andlise dos resultados obtidos pelos métodos de triagem utilizados até 1985
revelou que as maiorias das drogas desenvolvidas até o momento eram uteis em tumores de
crescimento rdpido, como as leucemias e linfomas. Realmente o sucesso da quimioterapia é
maior quando os tumores pertencem ao sistema hematopoiético, enquanto que para os
tumores solidos as alternativas sdo escassas. Dessa forma ficou evidente a necessidade de
modelos para a triagem de drogas para tumores sélidos utilizando células originérias de
cancer humano in vitro como forma de triagem inicial (Skehan et al, 1990; Cragg &
Newman, 1999).

Com o aprimoramento da metodologia de cultura de células foi possivel o cultivo de
diversas linhagens celulares oriundas de tumores humanos, que possibilitaram o
desenvolvimento da metodologia para triagem in vitro. Com esse objetivo, o NCI

desenvolveu um painel de células que atualmente conta com 60 linhagens provenientes de
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nove tipos de tumores humanos: leucemia, c6lon, mama, rim, cérebro, melanoma, ovério,
pulmao e préstata (Shoemaker, 2006). Dessa forma pode-se avaliar um nimero elevado de
drogas em diferentes tipos de células neoplésicas, possibilitando a descoberta de compostos
com maior especificidade (Baguley et al, 2002). Desde o surgimento desse programa, o
NCI testou cerca de 100.000 compostos puros e 50.000 extratos vegetais (Holbeck et al,
2010).

Baseado nessa metodologia de screening, a Divisdo de Farmacologia e Toxicologia
do CPQBA-Unicamp possui um painel com 10 linhagens tumorais humanas de diferentes
origens teciduais, cedidas pelo NCI (Tabela 1). O objetivo do screening in vitro € a busca
por compostos que sejam capazes de inibir a proliferagdo de células tumorais in vitro,
direcionando os compostos ativos para estudos em modelos experimentais de cancer em
animais de laboratério (in vivo).

A atividade antiproliferativa sobre células tumorais observada em modelos in vitro
pode ndo se refletir necessariamente numa atividade in vivo, pois a complexidade da
biologia dos tumores criada pelas relacdes com o estroma dita que a resposta a drogas
ativas em cultura pura de células tumorais se proliferando in vitro muitas vezes falha em
predizer sua resposta em tumores em crescimento in vivo (Weinberg, 2008). Esse ultimo
modelo permite a obtencdo de informagdes sobre a farmacocinética e farmacodinamica dos
compostos testados. Portanto, um estudo combinado desses dois modelos é muito indicado

para melhor conclusdo a respeito do potencial anticincer de uma nova substancia (Smith et

al, 2005).
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Tabela 1 - Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas nos ensaios de atividade

antiproliferativa in vitro (adaptado de Monteiro, 2012).

Sigla Nome Caracteristicas
U251 a glioblastoma Expressa GFAP e vimentina'.
MCF-7a adenocarcinoma de Produz proteinas insulina like (liga fatores de
mama crescimento) e superexpressa gene P2P-R; TNF-a inibe
seu crescimento.

NCI-ADR/ adenocarcinoma de Perdeu o receptor de estrogeno; expressa elevados niveis
RESb ovdrio resistente a do gene resisténcia multidroga (MDR1) traduzindo para
multidroga glicoproteina-P que confere essa capacidade; proto-

oncogene Raf-1 pode estar envolvido na regulacdo da
resisténcia as drogas.

NIH: adenocarcinoma de Possui receptores de estrogeno, andrégeno e progesterona
ovC AR-3b ovério e poucos cromossomos normais; adequada para estudos de
cincer ovariano e avaliacio da terapia hormonal;

producdo elevada da enzima 24-OHase e baixa de 1-

oaOHase.
PC-3b adenocarcinoma de Baixa atividade de fosfatase acida e 5-a redutase; sem
préstata cromossomo Y normal detectado; é uma das 3 linhagens

classicas de tumores prostaticos.

786-Ob adenocarcinoma de rim  Produz peptideo semelhante em forma e agdo ao
hormdnio paratireoidiano; mutagcdes no gene HVL e da
prolina oxidase propiciam a formagéo do tumor.

% leucemia mieldide Células altamente indiferenciadas (blastos multipotentes)
K-562 . . . . p .
cronica que podem se diferenciar em progenitores das séries
eritrocitica, granulocitica e monocitica; hd o gene
fusionado Bcer-abl impedindo sua apoptose.

U ACC-62**a Melanoma Origindria de melandcitos.
HT-29d adenocarcinoma Possui  microvilos, microfilamentos, mitocOndrias
colorretal vacuolizadas e densas, expressdo elevada de receptores de

uroquinase e antigenos p53, mutagdes pro-tumorais no
gene APC (adenomatous polyposis coli) e COX-2.

NCI-H460d Adenocarcinoma de Expressa elevados niveis de COX-2 que se associam ao
pulmao tipo ndo fenétipo invasivo e metdstico; com caracteristicas de
pequenas células células enddcrinas pulmonares altamente diferenciadas; é

deficiente em fator-1 de ativacdo da protease do citocromo
¢ apoptotico.

Tecido de Origem: *Ectoderme; bMesoderme; “Mesénquima; YEndoderme. Todas as células crescem aderidas,
exceto a K-562%*, que fica em suspensdo. Todas as linhagens apresentam morfologia epitelial, a exce¢cdo da
K-562* (morfologia linfobldstica) e UACC-62** (morfologia fibrobléstica). lDisponivel online no site do
CLS: http://www.cell-lines-service.de/content/ e143/e148/e3845/index_eng.html Consultado dia 19/03/2012.
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Diversos modelos in vivo de estudo do cincer sdo realizados atualmente, através do
inoculo de células tumorais em animais de laboratdrio, dentre elas a linhagem de melanoma
murino B16-F10, que provoca metdstase no pulmido quando injetada diretamente na
corrente sanguinea do animal ou se desenvolve na forma sélida quando inoculada no
subcutaneo (Yao et al, 2007; Teng et al, 2011). Amplamente utilizado, o tumor de Ehrlich,
tumor murino, transplantdvel, originado de um adenocarcinoma mamadrio, € de crescimento
rdpido, capaz de se desenvolver tanto na forma ascitica quanto na forma sélida (Segura et
al, 2000; Oloris et al, 2002; Nascimento et al, 2006; Gomes et al, 2008). A vantagem de
utilizar tumores transplantiveis estd no desenvolvimento rdpido e assim na reducdo no
tempo de estudo. Além disso, o tumor de Ehrlich gera uma resposta inflamatéria
importante; segundo Fecchio er al (1990), a presenca de células tumorais de Ehrlich
promove um aumento nos niveis de prostaglandina E,, sugerindo uma relacdo entre cincer
e inflamacdo.

Os dois exemplos citados tratam de tumores murinos, mas existem outros modelos
que se baseiam no implante de células tumorais humanas no animal. Uma dessas
metodologias que € amplamente realizada no NCI é o modelo de Hollow fiber (fibras
vasadas), que consiste no implante de fibras de polivinilideno no peritonio e subcutaneo do
animal, contendo células tumorais humanas. Esse modelo tem feito a ponte entre a triagem
in vitro e os testes em modelo xenografico, por ser rdpido e permitir a andlise do
desenvolvimento de células tumorais humanas em animais imunocompetentes, predizendo
assim quais compostos ativos in vitro t€m mais chances de terem sucesso in vivo, além de
fornecer dados acerca da biodisponibilidade dos compostos (Hollingshead et al, 1995; Mi
et al, 2009).

Outro modelo utilizado € o tumor xenogrifico: implante de células tumorais
humanas em animais imunodeficientes, porém € deficiente no sentido de que ndo hd
interferéncia do sistema imune hospedeiro, ndo traduzindo as condi¢des reais de
desenvolvimento tumoral. Uma alternativa para o modelo xenografico seria o uso de
animais modificados geneticamente, que desenvolvam o tumor espontaneamente ou que
respondam a indu¢do de cancer por carcindgenos quimicos, irradiagdo ou hormonios, pois

assim hd a resposta imune do hospedeiro. Um modelo animal ideal deveria ter mecanismos
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moleculares semelhantes aos apresentados em tumores humanos, patologia similar,
apresentar progressao neopldsica incluindo mudangas metastaticas, que houvesse resposta
imune do hospedeiro e que as respostas terapéuticas se aproximassem com a dos pacientes
humanos (HogenEsch & Nikitin, 2012).

Aliada a avaliacdo de eficicia em modelos in vivo estd a avaliacdo acerca da
toxicidade e mecanismos de acdo dos novos compostos. Assim, em tempos de ‘“target
therapy”, quando se procura alvos conhecidos nos diferentes tipos de tumores, a andlise
dos tipos de morte celular produzidas, as modificagdes histopatolégicas e a maneira como o
composto orquestra sua resposta nos diferentes modelos utilizados sdo de extrema
importancia (DeVita & Chu, 2008; HogenEsch & Nikitin, 2012).

Além disso, a toxicidade apresentada pela maioria das drogas disponiveis na
quimioterapia do cancer € um dos maiores desafios para o desenvolvimento de novos
quimioterdpicos, que visam indices terapéuticos maiores e maior seletividade para as
linhagens tumorais (Weinberg, 2008). Dessa forma, se faz extremamente necessdria a busca
de drogas que apresentem poucos efeitos adversos, com melhores indices terapéuticos.

Na busca de novos agentes anticancer a interdisciplinaridade é essencial, a fim de
que as diferentes questdes e necessidades existentes nesse processo sejam atendidas. E a
fitoquimica e a quimica organica e medicinal produzindo compostos, sdo os testes
bioldgicos direcionando a busca e producao de compostos, sdo as andlises dos mecanismos
de acdo complementando e dando respostas, delineando hipéteses. E posteriormente a
medicina translacional, fazendo a ponte entre a bancada e o paciente. H4 muito trabalho a

ser feito e ainda muito que se descobrir.

3 - A Goniotalamina

A consolida¢do das metodologias in vitro e in vivo pela Divisao de Farmacologia e
Toxicologia do CPQBA possibilitou, além da interacdo com as outras divisdes do Centro, a
realizagdo de trabalhos em colaboracdo com outras unidades da Unicamp e com outras
Institui¢des de Pesquisas Nacionais e Internacionais. Em uma dessas parcerias, a

estabelecida com o Prof. Dr. Ronaldo A. Pilli, (Instituto de Quimica-Unicamp) avaliou-se a
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influencia da configuracdo absoluta do centro estereogénico presente na goniotalamina, um
dos compostos presentes em espécies do género Goniothalamus. Essa substancia € alvo de
estudo em nosso grupo desde 2004, quando se propds que a atividade citotéxica desses
compostos estd possivelmente associada a sua agdo como aceptor de Michael frente a
biomoléculas com sitios nucleofilicos como residuos de lisina, serina, treonina, tirosina ou
cisteina. Com a finalidade de avancar nos estudos com a goniotalamina em modelos in vitro
e in vivo de cancer, bem como propor hipéteses acerca de seu mecanismo de acdo, a
goniotalamina foi o foco desse trabalho de doutorado.

Estiril-lactonas s@ao compostos de baixo peso molecular que compreendem um
grupo de metabdlitos secundarios comumente isolados de plantas do género Goniothalamus
(Annonaceae), amplamente investigados por suas atividades farmacoldgicas, especialmente
propriedades citotoxicas e antitumorais (Inayat-Hussain et al, 2003; Wiart, 2007; de Fatima
et al, 2008;). A estiril-lactona estruturalmente mais simples é a goniotalamina (GTN)
(Figura 5), cuja forma natural tem configuracdo (R), sendo considerada o precursor

biogenético de outras lactonas de estruturas semelhantes, como o goniodiol, goniotirol,

howiinol A (Dumitrescu et al, 2010).

Figura 5 - Estrutura da (R)- goniotalamina, forma enantiomérica natural

O enantidomero natural (R)-GTN, isolado pela primeira vez em 1967, foi avaliado
para uma variedade de atividades bioldgicas, como antimicrobiana, larvicida, anti-
inflamatéria e antifingica (Dumitrescu et al, 2010). Além disso, (R)-GTN apresenta
atividade antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais, incluindo uterina cervical
(HeLa), gastrica (HGC-27), renal (786-0), carcinomas mamdrios (MCF-7, T47D e MDA-
MB-231), leucemias (HL-60, Jurkat e CEM-SS) e carcinoma hepatocelular (Pihie et al,
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1998; Inayat-Hussain et al, 1999 e 2003; de Fatima et al, 2005 e 2008; Rajab et al, 2005;
Chen et al, 2005).

Quanto aos mecanismos de acdo, alguns estudos revelam que a lactona é o grupo
farmacoférico desse composto, conferindo acdo citotéxica e pro-apoptética (Wiart, 2007).
De fato, as estiril-lactonas sdo altamente reativas na presenca de biomoléculas contendo
aminoacidos nucleofilicos ou residuos de guanina, pois apresentam a o-lactona o,f-
insaturada que atua como aceptor de Michael nessas condi¢des (Barcelos et al, 2012).

Alguns trabalhos demonstram a atividade pré-apoptética de (R)-GTN incluindo
aumento da expressdo das caspases 9, 3 e 7, da proteina pré-apoptdtica Bax, inibi¢do de
NOS (6xido-nitrico sintase) constitutiva e inibicdo do transporte nucleo-citoplasma
mediado por CRM1 (de Fatima et al, 2008; Inayat-Hussain et al, 1999 e 2003 e Wach et al,
2010). H4 também evidéncias de que a goniotalamina causa danos ao DNA, levando a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que dispara a cascata apoptética
intrinseca (Inayat-Hussain et al, 2010).

Anteriormente em nosso grupo foi realizada a sintese da (S)-GTN, isomero nao
natural, que também apresenta atividade antiproliferativa contra diversas linhagens
tumorais, com seletividade para linhagem renal 786-0 e de ovdrio com fendtipo de
resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES) (de Fatima et al, 2006 e 2008). Na
linhagem 786-0, (S)-GTN leva a inibi¢do das formas constitutiva, induzida e endotelial da
NOS, com inducdo de apoptose € aumento de expressdo da proteina LC3, envolvida em
processos autofagicos (de Fatima et al, 2008).

Apesar de existirem alguns estudos relacionados a atividade in vitro de (R)- e (S)-
GTN, incluindo propostas para seu mecanismo de a¢do, pouco se conhece sobre o perfil de
atividade dessas moléculas em modelos animais de cancer (in vivo). Levando-se em
consideracdo os resultados ja obtidos com os estudos in vitro e o fato de moléculas
aceptoras de Michael (ou eletrofilicas) serem altamente reativas frente a outras
biomoléculas, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade da goniotalamina em
modelos farmacoldgicos (in vivo) de cancer, inflamacdo, dor, bem como determinar o tipo

de morte celular induzido por esse composto.
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Objetivos

1 - Objetivo Geral

Avaliar a atividade farmacolégica da goniotalamina em modelos experimentais de

cancer e inflamacao.

2 - Objetivos especificos

1. Produzir goniotalamina nas suas formas enantioméricas e racémica em
quantidades suficientes para estudos experimentais de média duracio in vivo

2. Avaliar os parametros celulares envolvidos na atividade antiproliferativa in vitro
por citometria de fluxo;

3. Avaliar a atividade anticancer in vivo em modelos experimentais utilizando as
linhagens de Ehrlich e de melanoma B16-F10;

4. Avaliar a atividade farmacoldgica da goniotalamina em modelo de edema de
pata e de nocicepg¢do induzida por processos inflamatérios;

5. Avaliar a atividade farmacoldgica e determinar o mecanismo de acdo da

goniotalamina em modelos de colite aguda e cronica.
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Metodologia

1 — Sintese da goniotalamina

1.1 - Sintese de (R)- e (S)- Goniotalamina

A sintese de (R)- e (S)- Goniotalamina foi realizada no Instituto de Quimica —
UNICAMP no periodo de 02/2008 a 02/2010, sob orientacdo do Prof. Ronaldo Aloise Pilli

e da entdo mestranda Cilene Marquissolo.

1.1.1 - Preparagdo do (4R) e do (4S)-1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno
Figura 6 - (4R) ou (45)-1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno

OH
- X

3)

A uma solu¢do de 80,2 mg (0,280 mmol) de (R)- ou (S)-BINOL (1,1’-Bi-2-
naphthol) em 2,80 mL de diclorometano (CH,Cl,) sob agitagdo, adicionou-se peneira
molecular 4 A (pulverizada e ativada em forno a 120°C por vdrios dias) e 83,5uL (0,280
mmol) de tetraisopropdxido de titdnio (Ti(OiPr)4) a temperatura ambiente, resultando numa
solucdo alaranjada. Aqueceu-se a reacdo até temperatura de refluxo, onde permaneceu por 1
h, tornando-se amarronzada. Em seguida, resfriou-se a mistura até temperatura ambiente e
adicionou-se 510,0 mg (2,82 mmol) de trans-cinamaldeido. Apds 5 min de agitacdo a
reagdo foi resfriada a -78 °C e adicionou-se 1,06 mL (3,38 mmol) de aliltributilestanana. A
mistura foi entdo colocada sob agitagdio magnética a -20°C por 60 h. Transcorrido este
periodo a reagdo foi tratada com 30 mL de solu¢do saturada de bicarbonato de sddio

(NaHCO:s3) e 30 mL de CH,Cl,. A fase orgéanica foi separada e a fase aquosa foi extraida
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com 3 por¢des de 30 mL de CH,Cl,. As fases organicas foram reunidas e secas com sulfato
de magnésio (MgSQ,) anidro, o solvente foi evaporado e o bruto da reacdo foi purificado
por cromatografia em coluna com silica flash, empregando-se a mistura hexano:acetato de
etila (4:1) como eluente. O (4R) ou (45)-1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno (3) (Figura 6) foi

obtido em 70% de rendimento e >95% de excesso enantiomérico.

1.1.2 — Preparagdo do (4R) e do (4S)-prop-2-enoato de 1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno

Figura 7 - (4R) ou (45)-prop-2-enoato de 1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno

A uma solucdo de 548,0 mg (2,46 mmol) do alcool (4R) ou (4S)-1-fenil-3-hidroxi-
hexa-1,5-dieno em 2,5 mL de CH,Cl, a 0 °C adicionou-se 0,36 mL (4,44 mmol) de cloreto
de acriloila. Sob banho de gelo, 1,25 mL (8,87 mmol) de trietilamina (Et;N) foram
adicionados gota a gota. O sistema foi aquecido até temperatura ambiente e apds 2h a
reacdo foi extraida com 10mL de solucdo saturada de cloreto de amonio (NH4Cl) e 10mL
de CH,Cl,. A fase organica foi separada e a aquosa foi extraida com (3x10 mL) de CH,Cl,.
As fases organicas foram secas com MgSQ, anidro, filtradas e concentradas. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna com silica flash, empregando-se a mistura
hexano:acetato 9:1 como eluente. O (4R) ou (4S5)-prop-2-enoato de 6-fenil-hex-1,5-dieno

(4) (Figura 7) foi obtido em 69% de rendimento.
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1.1.3 - Preparagdo da (R)- e da (S)-goniotalamina

Figura 8 - (R)- e (S)-goniotalamina (GTN)

Uma solucao de 236,5mg (0,997 mmol) do acrilato (4R) ou (45)-prop-2-enoato de
1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno em 100mL de CH,Cl, foi submetida a temperatura de
refluxo. Posteriormente foram adicionados 82mg (0,099mmol ou 10 mol%) de uma solugdo
do catalisador de Grubbs de 1* geracdo (dicloreto de bis (tricicloexilfosfino) benzilideno de
ruténio) em 25mL de CH,Cl,. A mistura ficou sob aquecimento por 4 horas. Apds esse
periodo o sistema foi resfriado, o bruto foi evaporado e purificado por cromatografia em
coluna com silica flash, empregando-se a mistura hexano:acetato de etila 1:1 como eluente.

A (R) ou (S)-goniotalamina (1) ou (GTN) (Figura 8) foi obtida em 80% de rendimento.

1.2 — Sintese do racemato de goniotalamina (rac-GTN)

A sintese de rac-GTN envolve alilacdo do trans-cinamaldeido com brometo de
alilmagnésio em substituicdo a alilagdo enantioseletiva, seguida de esterificagdo com
cloreto de acriloila e Et;N e finalizada com reacdo de metatese de olefinas com catalisador
de Grubbs de 1* geracdo. A sintese foi realizada no Instituto de Quimica —-UNICAMP no
periodo de 02/2010 a 09/2010, sob orientacdo do Prof. Ronaldo Aloise Pilli e do entao

doutorando Ilton Barros Daltro de Castro.
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1.2.1- Preparacao do 1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno

Figura 9 - 1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno

OH
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A uma solu¢do de 3964,8 mg (30,0 mmol) de trans-cinamaldeido em
tetrahidrofurano (THF) anidro (60 mL), a -78°C e sob atmosfera de N,, foi adicionada uma
solucdo de brometo de alilmagnésio em éter etilico (Et,O) (1,2 equiv.; 36,0 mmol). A
mistura foi mantida sob estas condi¢des por 1 hora. Apds este periodo, a mistura foi
aquecida a temperatura ambiente e adicionou-se 25,0 mL de solucdo saturada de NH4Cl,
para tratamento da reacdo. As fases foram separadas e a aquosa extraida com Et,O
(3x20mL). As fases organicas foram reunidas, secas com MgSO4 anidro, filtradas e
concentradas. O bruto da reacdo foi submetido a cromatografia em coluna flash (eluente
hexano:acetato de etila 4:1) para fornecer o dlcool § (Figura 9) em 95% de rendimento.

As etapas seguintes (esterificacdo e metdtese de olefinas para fechamento de anel)
foram realizadas seguindo-se os mesmos procedimentos descritos para a sintese
assimétrica.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de
carbono (RMN de *C) foram obtidos no equipamento Bruker Avance (250 MHz para 'He
62,5 MHz para °C). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e referenciados pelo sinal de cloroférmio deuterado em 7,26 ppm para RMN de 'He
77,0 ppm para o RMN de BC. 0s pontos de fusdo foram obtidos em um equipamento

Electrothermal 9100 e foram ndo-corrigidos.
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2 — Ensaios in vitro

2.1 — Células

As linhagens tumorais humanas foram cedidas pelo NCI, Frederick-MA, EUA e

mantidas em condi¢des estéreis (Tabela 2).

Tabela 2 - Linhagens celulares tumorais e nao tumorais utilizadas nos ensaios de

atividade antiproliferativa in vitro e suas DI. * DI: densidade de inoculagdo

£

Linhagem Celular Nome (x 10* C:’B)lfllas /mL)
Pulmio NCI-H460 4,0
Mama MCF-7 6,0
Ovério com fenqtlpo de resisténcia NCL-ADR/ RES 5.0
multidrogas
Coélon HT-29 5,0
Proéstata PC-3 4,5
Melanoma UACC-62 4,0
Ovario OVCAR-3 7,0
Renal 786-0 5,0
Glia U251 4,0
Queratinécito humano* HaCat 4,0
Fibroblasto renal de macaco verde* Vero 4,0
Melanoma murino B16-F10 4,0

* linhagens ndo tumorais

2.2 — Cultivo celular

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de 25cm” (T25) com 5 mL de
meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB — Gibco®) a
37°C em atmosfera umida com 5% CO,. Quando a monocamada celular atingia cerca de
80% de confluéncia, as linhagens eram repicadas, o que ocorria geralmente uma vez por
semana.

Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante acdo

enzimatica da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500
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pL de tampao de Hank’s (Sigma®) para eliminar residuos de meio de cultura e apds
aspiracdo do tampao foram adicionados 500 pL de tripsina-EDTA 2,5 g/LL (Vitrocell®), a
37°C, até que as células se soltassem totalmente. A acdo da tripsina foi bloqueada com
RPMI + SFB 5% e uma aliquota dessa suspensao foi transferida aos novos frascos,

completando-se o volume para 5 mL.

2.2.1 Descongelamento das células

O descongelamento das células foi realizado sempre que houve necessidade de
renovacao ou obtencao de células em passagem adequada para os experimentos. Para tanto,
o criotubos foram descongelados a temperatura ambiente, seu contetdo transferido para um
tubo de centrifuga de 15 mL e, para lavagem do glicerol utilizado no congelamento, teve o
seu volume completado para 10 mL com meio de cultura RPMI-1640 (Gibco®) contendo
5% SBF (Gibco®). O tubo foi centrifugado a 2000 rpm por 4 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi aspirado e descartado e o precipitado de células foi ressuspendido
cuidadosamente em 5 mL do meio de cultura descrito. A suspensdo foi entdo transferida
para frascos de manutencdo de T25 e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em

ambiente umido.

2.2.2 Congelamento das células

Para sua expansdo as células foram cultivadas em frascos de 75cm? (T75) e o
volume final de suspensdo celular a ser congelado foi sempre de 1x10°cel/mL. Para células
aderidas, apGs tripsinizacdo com tripsina/EDTA (Sigma®), as células foram ressupendidas
em 10 mL de meio suplementado com 30% de SFB, procedido pela contagem do nimero
de células em camara de Newbauer. A suspensdo celular foi centrifugada a 2000rpm, por 4
minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e, a seguir, foi adicionado meio RPMI com
30% de SFB e 20% de glicerol em volume calculado para obten¢do de uma concentragao
final de 1x10°cel/mL. Cada criotubo contendo 1 mL da solucdo celular foi colocado na fase

gasosa do nitrogénio liquido por 24 horas, para depois serem imersos na fase liquida.
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2.3 - Atividade antiproliferativa em cultura de células

2.3.1 Aplicagdo das células

No primeiro dia de experimento, a suspensao celular foi preparada com meio RPMI
com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L) e ajustada em sua respectiva
densidade de inoculacdo. Foram aplicados 100ul de suspensdo celular em placas de 96
compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e
ambiente imido. Foi também preparada uma placa controle (placa Ty), que continha todas

as linhagens celulares utilizadas no experimento.

2.3.2 Preparo e aplicacdo das amostras

As formas enantioméricas puras € o racemato da goniotalamina foram diluidos em
solucdo estoque de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®) na concentragdo de 0,1g/mL. Para
a adicdo a cultura de células, estas solugcdes foram diluidas em pelo menos 400 vezes em
RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L), o que evita a toxicidade do
DMSO. As amostras foram adicionadas nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL,
(100 pL/compartimento) em triplicata, € a seguir foram incubadas por 48 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido (Figura 10). Como controle positivo utilizou-se
o quimioterdpico doxorrubicina, nas concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL (100
puL/compartimento) em triplicata.

No experimento realizado com B16-F10, a rac-GTN foi adicionada a placa nas
concentracoes de 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 126 ug/mL (100 pL/compartimento) em

triplicata.
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Figura 10 - Placa de 96 compartimentos utilizada nos testes de atividade

antiproliferativa
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Placa de 96 compartimentos usada nos testes de atividade antiproliferativa, mostrando a disposi¢do e
concentragdes das amostras, o branco das amostras (aplica-se somente a amostra nas diferentes
concentragdes), das células (aplica-se somente células) e do meio de cultura (aplica-se somente meio de

cultura).

No momento de adi¢do das amostras, as células inoculadas na placa controle Ty
foram fixadas com a adi¢@o de 50 pL/compartimento de acido tricloroacético (TCA) a 50%
(Sigma®) para determinagcdo da quantidade de células presentes no momento em que as
amostras foram aplicadas, sendo este o valor basal 0. O TCA atua como um fixador,
precipitando protefnas. Células vidveis se mantém fixas na placa, enquanto células nio
vidveis se desprendem, sendo lavadas.

Ap6s 48 horas de tratamento as células foram fixadas com 50 pL. de TCA a 50% e
incubadas por 1 hora a 4°C. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens

consecutivas com agua corrente para a remog¢do dos residuos de TCA, meio, SFB e
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metabolitos secundérios e a seguir foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem
completa. No experimento com B16-F10 a fixacdo das células ocorreu apds 24 horas de
tratamento.

Ap6s a secagem, foram adicionados S0uL/compartimento do corante protéico
sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4 % (peso/volume) dissolvido em 4cido acético a 1 %
e a seguir as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. As placas foram
entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com solu¢do de dcido acético 1% e apds secagem
completa a temperatura ambiente o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com
150uL/compartimento de Trizma Base (10uM, pH 10,5) (Sigma®). A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540nm

(Molecular Devices ®, modelo VersaMax).

A sulforrodamina B € um corante protéico que se liga aos residuos de aminoédcidos
basicos das proteinas de células que estavam vidveis no momento da fixacdo. Portanto,
quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade
antiproliferativa da amostra em teste, pois hd mais células vidveis (Skehan et al, 1990;

Rubistein et al, 1990; Monks et al, 1991).

2.3.3 Analise dos resultados

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus
respectivos brancos e através das formulas a seguir, foi determinada a porcentagem de
crescimento de cada amostra testada.

Se T > C, a amostra estimulou o crescimento.

Se T >Ty e < C, a amostra foi citostatica e a férmula utilizada foi 100 X [(T- Typ)/ (C-
To)].

Se T< Ty a amostra foi citocida e a férmula utilizada foi 100 X [(T- To)/( To)].

Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, C o controle de célula e Ty o

controle das células no dia da adicdo das amostras.
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O resultado obtido foi subtraido de 100%, obtendo-se entdo a porcentagem de
crescimento. Os dados de absorbancia foram analisados e compilados na elaboragdo de
grificos relacionando a porcentagem de crescimento celular com a concentragdo da
amostra. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibicdo de
crescimento maior que 50%.

Utilizando-se o software Origin®, realizou-se a regressao linear dos dados obtidos
com as médias da porcentagem de crescimento e foram calculados os seguintes parametros:

- TGI (total growth inhibition): a concentracdo necessdria para inibir totalmente o
crescimento celular (T=T,). Esse parametro é utilizado para comparar a poténcia das
amostras e evidenciar a seletividade.

- LCso (lethal concentration 50%): a concentragdo necessdria para matar 50% das

células.

2.4 — Influéncia da goniotalamina no crescimento da linhagem MCF-7 sob

estimulo estrogénico (E-screen)

As células (MCF-7) foram inoculadas em placas de 96 compartimentos na
densidade de 4,0x10%/mL e apOs 24 horas foram expostas a concentragdes crescentes de
(R)-, (S)- goniotalamina ou Tamoxifeno (TAM) (Sigma®), na presenca e na auséncia de 17-
B estradiol (1nM). As células foram incubadas por 144 horas e a atividade determinada

através do método da sulforrodamina B (Soto er al, 1995).

2.5 — Citometria de Fluxo

Os estudos acerca do tipo de morte celular produzido pela goniotalamina foram
realizados no citometro de fluxo Guava EasyCite' ' MiniSystem Millipore® (FAPESP
09/51602-5). As linhagens tumorais avaliadas foram HT-29 (c6élon), SK-MEL-2
(melanoma) e SK-MEL-2 transfectada com Bcl-X; (resisténcia a apoptose intrinseca). O
veiculo utilizado foi o DMSO, sendo que os controles negativos receberam esse diluente no

volume maximo correspondente ao usado para as células tratadas (0,1% de DMSO).
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2.5.1 Anexina

Este teste emprega a marcacao dupla por anexina V e 7-amino-actinomicina D (7-
AAD). A anexina V € uma proteina ligante de fosfolipidio, com elevada afinidade por
fosfatidilserina, que se localiza na face interna da membrana plasmatica de células vidveis.
Na fase inicial do processo apoptético, as moléculas de fosfatidilserina sdo translocadas
para a face externa e ficam disponiveis para a ligacdo com anexina V, marcando, portanto
as células em apoptose. O 7-AAD liga-se ao DNA da célula e atua como um indicador de
integridade estrutural de membrana ja que ndo é capaz de marcar células vidveis e em
apoptose inicial.

Células HT-29 foram inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade
de inoculagdo de 5x10*cel/mL em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina
(2mg/L), mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido. Apds
24h de estabilizacdo, as células foram tratadas com a rac-GTN, em triplicata.

No primeiro experimento, as concentracdes de rac-GTN utilizadas foram 10, 15 e
20pug/mL, por 24 horas. No segundo experimento, a concentragdo escolhida foi a de
10pug/mL, realizando-se leituras apds 3, 6, 9 e 12 horas de tratamento.

ApOs o tratamento, as células foram tripsinizadas e, a uma suspensdo celular de
1x10° células em 100pL adicionaram-se 100 pL do reagente Guava®Nexin. As amostras
foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, protegidas da luz e entdo
analisadas por citometria de fluxo, Software Guava®Nexin (2000 eventos).

Os graficos apresentados nos resultados foram construidos e analisados no

programa WinMDI 2.9, sendo:
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Esquema 1 - significado dos quadrantes presentes nos graficos gerados a partir

dos experimentos para avaliacao de morte celular por citometria de fluxo.

necrose Apoptose
tardia

Células Apoptose
viaveis inicial

2.5.2 Multicaspases

Este teste utiliza um inibidor de caspases conjugado a fluorocromo, o
sulforhodamine-valyl-analyl-aspartyl-fluoromethylketone ~ (SR-VAD-FMK), que ¢
permedvel a célula e ndo citotéxico. Uma vez no interior celular, o SR-VAD-FMK se liga
covalentemente as multiplas caspases, ficando retido na célula. O sinal vermelho-
fluorescente € proporcional ao nimero de caspases ativas presente nessa célula, ou seja,
células acometidas pela via apoptética. Nesse teste também se utiliza o 7-AAD, como
controle da integridade de membrana. Se ha marcacdo com 7-AAD, as células ja estdo em
estdgio de apoptose tardia, ou seja, mortas.

Células SK-MEL-2 foram inoculadas em placas de 6 compartimentos numa
densidade de inoculagdo de 1x10°%el/mL em meio RPMI com 10% de SFB, ImM de
piruvato de sédio, 1% de aminodcidos ndo essenciais e penicilina 100U/mL-estreptomicina
100ug/mL, mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido.
Ap6s 24h de estabilizagdo, as células foram tratadas com a rac-GTN na concentracio de
10, 15 e 20pg/mL, em triplicata. As leituras foram feitas apds 12 e 24 horas de tratamento.

Apo6s o tratamento, as células foram tripsinizadas e, a uma suspensdo celular de
1x10° células em 100uL foram adicionados 5uL do reagente SR-VAD-FMK 20X. As
amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, em estufa de CO, e protegidas da luz. Apoés
trés lavagens com tampao de lavagem (solucdo estoque disponivel no kir) seguidas de
centrifugacio, o pellet celular foi ressupendido em 100uL de tampao de lavagem e entdo se

adicionou 5 uL. 7-AAD, encubando-se por 20 minutos a temperatura ambiente, sob
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protecdo da luz e entdo analisadas por citometria de fluxo, software Guava®Multicaspases

(5000 eventos).

2.5.3 Caspase 8 e Caspase 9

Os kits sdo constituidos por inibidores especificos para caspase 8 (FAM-LETD-
FMK), caspase 9 (FAM-LEHD-FMK) e caspase 3/7 (FAM-DEVD-FMK), sendo cada
inibidor permedvel e ndo téxico a célula. Uma vez no citoplasma, o inibidor se liga a
caspase ativa correspondente e a fluorescéncia resultante € proporcional ao nimero de
caspases ativas no momento em que o reagente foi adicionado. Para cada caspase iniciadora
(caspase 8 ou 9) foi realizado um experimento.

Células HT-29 foram inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade de
inoculacdo de 5x10%cel/mL em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina
(2mg/L), mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente umido. Apods
24h de estabilizacdo, as células foram tratadas com a rac-GTN na concentracdo de
10ug/mL, em triplicata. As leituras foram feitas ap6s 8, 10 e 12 horas de tratamento.

Apés o tratamento, as células foram tripsinizadas e, a uma suspensio celular de
1x10° células em 100uL foram adicionados 10uL da solugdo trabalho de caspases (1:25 em
tampao fosfato-salina (PBS) 1X). As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, em
estufa de CO, e protegidas da luz. Apds trés lavagens com tampao de lavagem (solugdo
estoque disponivel no kit) seguidas de centrifugacdo, o pellet celular foi ressupendido em
100puL de tampao de lavagem e entdo se adicionou 200uL da solucdo trabalho caspase-7-
AAD (1:40 em tampao de lavagem), incubando-se por 10 minutos a temperatura ambiente,
sob protecdo da luz. As andlises foram realizadas por citometria de fluxo, software

Guava®ExpressPro (2000 eventos).
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3 — Ensaios in vivo

3.1 — Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos Balb/C e C57BL/6 fémeas e
Swiss machos obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica-UNICAMP
(CEMIB), ratos Wistar obtidos do Centro de Bioterismo da Universidad de Sevilla e
camundongos C57BL wild type e knockout 1L-10 dos Laboratérios Charles River-Franca.
Os camundongos (20-35 g) e ratos (180-230g) foram mantidos no biotério da Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia — CPQBA — UNICAMP ou no biotério da faculdade de
Farmdacia — Universidad de Sevilla, em salas com temperatura controlada de 25+2 °C em
ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso livre a agua e ragc@o. Os cuidados dos animais
bem como os protocolos de pesquisa estdo de acordo com os principios e diretrizes
adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e European Union
regarding animal experimentation (Directive of the European Counsel 86/609/EC)
aprovados pelo comité de ética em pesquisa animal do Instituto de Biologia — UNICAMP e

pelo comité de experimentagdo da Universidad de Sevilla.

3.2 Avaliacdo da Toxicidade in vivo

Grupos de trés camundongos Balb/C fémeas foram tratados via intraperitonial (i.p.)
com as doses de 50, 100, 300, 600 e 1000 mg/kg de (R)-, (S)- ou rac-GTN. Os grupos
foram observados continuamente por periodo de 4 horas e entdo diariamente, por periodo
de 15 dias. Os seguintes parametros foram avaliados: sinais de toxicidade geral, como os
efeitos na locomocdo, comportamento (agitacdo, atividade reduzida, sonoléncia),
respiragdo, salivagdo, lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade (Lapa et al,

2008; Litchfield & Wilcoxon, 1949).
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3.3 - Atividade antiproliferativa da goniotalamina em camundongos implantados

com a linhagem MCF-7 encapsulada em fibras semipermedveis (Hollow fiber)

As células, cultivadas em condi¢des normais (meio de cultura RPMI + soro fetal
bovino 5%, estreptomicina/penicilina, 37°C) foram tripsinizadas e ajustadas a densidade de
1 x 10° células/fibra, em 160 ul de meio de cultura. Os fragmentos de fibras (2 cm) foram
preenchidos pela suspensdo celular e selados, sendo cultivados em placas de 6
compartimentos com 2 ml de meio de cultura, por 24 horas antes do implante nos animais.
Uma placa foi mantida como controle para avaliacdo da quantidade de células/fibra no
momento de implante nos animais, cujo crescimento celular foi avaliado pelo método de
MTT (Decker et al, 2004). Os camundongos (Balb-C, fémeas, n=4/grupo) foram
anestesiados (100 mg ketamina + 5 mg xilazina) e receberam trés fibras no peritonio
(Figura 11), o que garante que as células crescam nas mesmas condi¢des, diminuindo a
variacdo interindividual (Hollingshead et al, 1995; Temmink et al, 2007). Os tratamentos
foram realizados a cada 3 dias, por 18 dias, sendo: controle negativo (veiculo - salina 0,9%
+ tween 80%), controle positivo (doxorrubicina 3 mg/kg, via i.p.) e rac-GTN (10, 30 e 100
mg/kg, via i.p.). No 18° dia, os animais foram sacrificados, as fibras retiradas e colocadas
em placas de 6 compartimentos contendo meio de cultura + soro fetal bovino a 5%.
Adicionou-se solucdo trabalho de MTT (1,25 mg/mL) e incubou-se por 4 horas, a 37°C,
protegidas da luz. O meio foi aspirado e as fibras mantidas em solucdo de protamina a 2,5%
(6 ml/compartimento) por 24 horas a 4°C. A seguir, as fibras foram limpas com gaze, para
eliminar os debris fixados externamente e incubadas em placas de 24 compartimentos, 1
fibra/compartimento, cortadas ao meio e deixadas para secar a temperatura ambiente. Os
cristais de formazam formados foram dissolvidos em 250 pLL de DMSO e incubados por 4
horas, protegidos da luz. Aliquotas de 150 puL da solucdo extraida foram transferidas para
placas de 96 compartimentos e a leitura foi feita por espectrofotometria a 550 nm. Os
resultados foram expressos como ((média de leitura D18- média de leitura DO/média de

leitura D0)*100) (Hollingshead et al, 1995; Temmink et al, 2007).
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Figura 11 - Fibras de polivinilideno (Hollow Fiber) contendo células tumorais

humanas de mama (MCF-7), implantadas no peritonio de camundongo Balb-C

Fibras de polivinilideno (Hollow Fiber) contendo células tumorais humanas de mama (MCF-7), na densidade

de 1x10° células/fibra, implantadas no periténio de camundongo Balb-C.

3.4 — Tumor solido de Ehrlich

3.4.1 Manutengdo e preparo das células

As células de tumor de Ehrlich sdo mantidas na sua forma ascitica, no peritonio dos
camundongos, por passagens semanais de 5x10° células/animal. Para tanto, as células
foram descongeladas, ressuspendidas em PBS e centrifugadas por 5 minutos a 2500 rpm,
4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular novamente ressuspendido em PBS,
em volume suficiente para preparar a suspensdo celular na densidade de inoculacdo de
5x10° células/animal. Dois animais foram inoculados (doadores) e ap0s sete dias foram
sacrificados, o liquido ascitico foi coletado e submetido a processamento, para preparo da
suspensdo de manuten¢do da linhagem ou para preparo da suspensao de trabalho (Oloris et

al, 2002; Gomes et al, 2008).

3.4.2 Atividade da goniotalamina sobre o desenvolvimento do tumor solido de Ehrlich

Para os experimentos foram utilizados camundongos fémea da linhagem Balb/C

(n=8/grupo) e as células foram preparadas na densidade de 2,5x10° células/60 pl/animal
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em PBS (suspensao de trabalho) (Kleeb et al, 1999). O volume basal da pata traseira direita
dos animais foi avaliado em aparelho de hidroplestimdmetro (Panlab®, Espanha) e a seguir
foram inoculados 60 pl (2,5)(106 células) no coxim plantar dessa mesma pata (Figura 12). O
volume tumoral foi avaliado a cada trés dias e determinado pela diferenga entre o volume
medido no dia e o volume basal. No 15° de experimento os animais foram eutanasiados e as
patas foram removidas e pesadas, para a determinacdo do peso relativo tumoral, dado pela
diferenca entre os pesos da pata com tumor e sem tumor, dividido pelo peso corporal
(Figura 12). A partir do terceiro dia apos o indculo das células, os animais foram tratados
intraperitonealmente a cada trés dias, sendo divididos nos seguintes grupos: controle
negativo (veiculo — salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (5-Fluorouracil —
Europharma® 10 mg/kg — 5-FU ou doxorrubicina — Europharma® 3 mg/kg - DOX) e grupos
experimentais ((R)- e (S)-GTN na dose de 50 mg/kg e rac-GTN nas doses de 30, 100 e 300
mg/kg, rac-GTN 100 mg/kg + 5-FU 10 mg/kg e Piroxicam Pfizer® - 20 mg/kg).

Figura 12 - Avaliacio do volume da pata em hidroplestimémetro e comparacao

das patas sadia e com tumor apés eutanasia dos animais no 15° dia.

A avaliacdo do volume da pata em hidroplestimdmetro foi feita a cada trés dias, sendo ferramenta para avaliar
o desenvolvimento tumoral ao longo do experimento. Ao final, os animais foram eutanasiados, as patas
traseiras sadia e com tumor foram retiradas para pesagem e determinacao do peso relativo tumoral (diferenca

de peso entre as patas sadia e com tumor dividido pela massa corporal).
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3.4.3 Atividade da goniotalamina sobre o desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich

Camundongos da linhagem Balb/C (n=8/grupo) receberam intraperitonialmente
células de tumor de Ehrlich na densidade de 1,0)(104 células/100 pl/animal em PBS
(suspensdo de trabalho) (Sacoman et al, 2008). Os animais foram divididos em grupos e
tratados um dia apds o indculo das células, sendo: controle negativo (veiculo — salina 0,9%
+ tween 80%) e grupos experimentais (rac-GTN nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg). Os
animais foram tratados intraperitonealmente a cada trés dias e no 9° dia de experimento os
animais foram sacrificados e o liquido ascitico retirado apds injecdo de 3 mL de PBS no
peritonio. A suspensdo obtida foi centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm, 4°C, o
sobrenadante descartado e o pellet celular novamente ressuspendido em PBS, na propor¢ao
de 1/20. A contagem do nimero de células/mL foi realizada em citometria de fluxo, Guava
EasyCite"MiniSystem Millipore® , excluindo-se debris celulares e células de pequeno
tamanho.

Além da contagem celular, ao final do experimento foi analisado o hemograma do

®
sangue total dos animais (Sysmex , modelo pocH-1001V), avaliando: leucdcitos totais

(WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Pt).

3.4.4 Avaliacdo dos pardmetros sanguineos

Ao final de alguns experimentos foi realizado o hemograma de cada animal. Para
tanto, o animais foram anestesiados (100 mg ketamina + 5 mg xilazina) e o sangue coletado
através do plexo retro-orbitdrio com capilares de vidro. O sangue foi colocado em

microtubos com EDTA (ImL de sangue para 50 puL. de EDTA) e lido em aparelho

®
veterindrio para andlise de hemograma (Sysmex , modelo pocH-100iV), avaliando-se:

leucécitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Pt).
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3.5 — Melanoma B16-F10

3.5.1 Atividade da goniotalamina sobre o desenvolvimento metastdtico do melanoma
B16-F10

Para induzir a metdstase no pulmao, 1,0x105 células B16-F10 foram injetadas via
endovenosa na veia safena de camundongos C57BL/6. A seguir, os animais foram
divididos aleatoriamente em grupos de oito animais que foram tratados a partir do 2° dia, a
cada trés dias, via 1.p., com solug@o salina 0,9% + tween 80% (controle negativo) ou rac-
GTN na dose de 100mg/kg. Os animais foram eutanasiados no 21° dia, o pulmao foi

retirado, pesado e entdo processado para dosagem da melanina.

3.5.2 Extragdo e quantificacdo de melanina

Ap6s a retirada o pulmao foi pesado e homogeneizado em 5SmL de dgua destilada
com a ajuda de um sonicador. A amostra foi centrifugada a 10000G por 20 min e o
precipitado (ppt) lavado com 5mL de tampdo fosfato pH6,5 para remog¢do de materiais
soliveis e nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. A seguir o precipitado foi extraido
com uma mistura de cloroférmio: metanol 2:1 (1x) e depois com etanol: éter 3:1 (2x), para
retirada dos lipidios, centrifugando e descartando o sobrenadante apos cada etapa.

O residuo, apds secagem, foi tratado com ImL solucdo de lise contendo 0,3% de
saponina em solucdo salina (NaCl) 0,9%, durante 30 min para remocao das hemoproteinas.
Ap6s centrifugacio o ppt foi lavado com 5SmM MgCl, em 0,15M NaCl (2x) e tratado com
0,01M Tris-HCI (pH 7,8) contendo 0,5% de SDS; 0,01M EDTA; 100 pg/mL Proteinase K
incubado a 56° C por 2h. O produto dessa digestdao foi lavado com solugdo salina 0,9% e
depois com dgua destilada. O ppt foi dissolvido em 400uL. de uma solu¢ao de NaOH 0,1N a
56° C por 30 min para completa solubiliza¢do. A solugdo foi a seguir aplicada em placa de
96 compartimentos e a leitura espectrofotométrica foi realizada a 450nm. O resultado foi

expresso dividindo-se a leitura espectrofotométrica pela massa do pulmao.
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3.6 — Atividade da goniotalamina em modelos de inflamacao

3.6.1 — Edema de pata induzido por Carragenina

Os experimentos foram conduzidos de acordo com Posadas e al (2004) e Nunes et
al (2007), com algumas modificagdes. O volume basal da pata traseira direita de
camundongos Balb/C (n=8/grupo) foi avaliado em aparelho de hidropletismometro
(Panlab®/Espanha) e entdo os animais foram tratados intraperitonealmente, sendo: controle
negativo (veiculo — salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (Piroxicam — Pfizer® 20
mg/kg) e grupos experimentais (rac-GTN nas doses de 30, 100 e 300 mgkg e
doxorrubicina — Europharma® 5mg/kg). Apés 30 minutos, a inflamagdo foi induzida através
da inje¢do de 40 pL de carragenina 2,5% (Sigma-Aldrich®) no coxim plantar da pata
traseira direita. A seguir o edema produzido pela carragenina foi avaliado apés 1,5; 3,0; 4,5;
6,0; 24, 48 e 72 horas, sendo determinado pela diferenca entre o volume medido e o volume

basal.

3.6.2 — Edema de pata induzido por Fosfolipase A;

O procedimento experimental é semelhante ao utilizado no modelo de edema de
pata por carragenina, sendo os animais divididos nos seguintes grupos: controle negativo
(veiculo — salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (dexametasona — Sigma® -1
mg/kg) e o grupo experimental (rac-GTN, 300 mg/kg). Apds 30 minutos, a inflamacao foi
induzida através da injecdo intraplantar de 30 puL de fosfolipase A, (PLA;) de veneno de
Naja naja (Sigma®), 5 pg/animal. As avalia¢des foram realizadas apos 15, 30, 60, 90 ¢ 120

minutos da indu¢do da inflamacao (Giner-Larza et al, 2000).

3.6.3 — Edema de pata induzido pelo composto 48/80 (liberacdo de histamina e
serotonina)

O procedimento experimental é semelhante ao utilizado no modelo de edema de

pata por carragenina, sendo os animais divididos nos seguintes grupos: controle negativo
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(veiculo — salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (ciproheptadina — Periactin®- 4
mg/kg) e o grupo experimental (rac-GTN, 300 mg/kg). Apds 30 minutos, a inflamac¢ado foi
induzida através da injecdo intraplantar de 30 pL de composto 48/80 (Sigma®), 10
ug/animal. As avaliagdes foram realizadas apos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da indugdo da

inflamacdo (Cirino et al, 1989).

3.6.4 — Edema de pata induzido por Bradicinina

O procedimento experimental é semelhante ao utilizado no modelo de edema de
pata por carragenina, sendo os animais divididos nos seguintes grupos: controle negativo
(veiculo — salina 0,9% + tween 80%) e grupos experimentais (rac-GTN, 300 mg/kg e
dexametasona — Sigma®, 1 mg/kg). Apés 30 minutos, a inflamagdo foi induzida através da
inoculagio intraplantar de 30 pL de bradicinina (Sigma®), 50 pg/animal. As avaliagdes
foram realizadas apds 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da indu¢do da inflamacao (Cirino et al,

1989).

3.6.5 — Edema de pata induzido por Prostaglandina E,

O procedimento experimental é semelhante ao utilizado no modelo de edema de
pata por carragenina, sendo os animais divididos nos seguintes grupos: controle negativo
(veiculo — salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (Piroxicam — Pfizer® — 20 mg/kg) e
o grupo experimental (rac-GTN, 300 mg/kg). Apos 30 minutos, a inflamagdo foi induzida
através da injecdo intraplantar de 20 pL de prostaglandina E, (Sigma®), 1 pg/animal. As
avaliacdes foram realizadas apds 15, 30, 60 e 90 minutos da indugcdo da inflamacgdo

(Claudino et al, 2006).

3.6.6 — Contor¢do abdominal induzida por dcido acético

O experimento foi realizado de acordo com Spindola et al (2010). Grupos de 6
camundongos Swiss machos foram tratado via i.p. com veiculo (salina 0,9% + tween 80%,

10 mL/kg) e rac-GTN (10, 30, 100 e 300 mg/kg). As contor¢des foram induzidas com
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solucdo de 4cido acético 0,8% em dgua destilada (10 ml/kg) 30 minutos apds os
tratamentos e a seguir seu nimero determinado durante 15 minutos, para avaliagdo da

nocicep¢ao.

3.6.7 — Nocicepgao induzida pela Formalina

Grupos de 6 camundongos Swiss machos foram tratados via i.p. com veiculo (salina
0,9% + tween 80%) e rac-GTN (50, 100, 150 e 200 mg/kg). Apés 30 minutos, 20 pL. de
solu¢do de formalina (formaldeido 1,2% em PBS) foram inoculados no coxim plantar da
pata traseira direita dos animais. O tempo total dispendido pelo animal mordendo/lambendo
a pata inoculada (indice de nocicep¢do) foi avaliado durante 40 minutos (Spindola et al,

2010).

3.6.8 — Colite aguda e subaguda induzida por TNBS

Estes experimentos foram realizados no Departamento de Farmacologia da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Sevilla, sob orientagdo da Profa. Dra. Virginia

Motilva, de acordo com Morris et al (1989).

- Colite subaguda induzida por TNBS

Ratos Wistar machos (n=8/grupo), com peso entre 180-200g foram deixados em
jejum de 12 horas e anestesiados via i.p. com solu¢do de hidrato de cloral a 12%. A colite
aguda foi induzida com solucdo de TNBS (Sigma®) dissolvido em etanol (50%, v/v),
através de uma canula de poliuretano (diametro externo de 2 mm) que foi introduzida via
anal, 10 mg/kg, 0,25ml/animal; o grupo satélite recebeu salina 0,9%, via retal. Apds a
inoculagdo, os animais foram deixados de cabega para baixo por 30 segundos, para garantir
que a solu¢ao de TNBS nao extravasasse. Os tratamentos foram realizados 48h, 24h e 1 h
antes da inducdo da colite e também apdés 24 h de indugdo, sendo: controle negativo
(veiculo — salina 0,9% + tween 80%), grupo satélite (veiculo — salina 0,9% + tween 80% -

sadio) e grupos experimentais: rac-GTN nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, via i.p. e 30
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mg/kg, via oral (v.0.). Apds 48 horas de indugdo de colite, os animais foram eutanasiados
com overdose de anestésico (hidrato de cloral, 24%) para remocdo do célon distal, que foi

cortado longitudinalmente e apds lavagem em solucdo salina 0,9% foi pesado e medido.

- Avaliagdo macroscopica

Os cdlons foram fotografados e o dano macroscépico foi avaliado mensurando-se a

~ ~ 2 4 . ~ . 2
extensdo das lesdes (cm”). Além disso, obteve-se a relacdo peso/comprimento do célon.

- Dosagem de Mieloperoxidase (MPO)

Fragmentos de c6lon foram obtidos de todos os animais e congelados a -70°C. Para
o teste, os tecidos foram descongelados, pesados (100 mg) e homogenizados em PBS (1/10
volume), pH 7,4. O homogenato foi centrifugado a 4800 rpm, 20 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogenizado novamente com solu¢do contendo
PBS pH 6,0, 0,5% de hexadecil-trimetilamonio bromido (HETAB) e 10 mM de 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Esse homogenato foi submetido a um ciclo de
congelamento/descongelamento com N; e entdo sonicado. Uma amostra de 10 pL do
sonicado foi diluida em 240 uLL de PBS pH 6,0 e a seguir 50 puL dessa dilui¢ao foi colocada
em placa de 96 compartimentos, em triplicata. Acrescentou-se 50 pL de O-dianisidina
0,067%, 50 uL. de HETAB 0,5% e 50 uL de dgua oxigenada 0,003% e incubou-se por 5
minutos, ao abrigo da luz. A leitura foi feita por espectrofotometria, a 450 nm, sendo a
quantidade de MPO caracterizada pelo aumento de absorbincia das amostras, ja que
quando hd atividade dessa enzima a solu¢do nos compartimentos torna-se alaranjada

(Grisham et al, 1990).

-Colite aguda induzida por TNBS

A indugdo de colite aguda consiste na administracdo de dose elevada de TNBS (30
mg/kg em 0,25 mL/animal) (Morris et al, 1989). A indugdo foi realizada no primeiro dia de

experimento e os animais foram tratados diariamente por 10 dias, sendo: controle negativo
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(veiculo — salina 0,9% + tween 80%), grupo satélite (veiculo — salina 0,9% + tween 80% -

sadio) e grupos experimentais: rac-GTN nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, por via oral.

3.6.9 — Colite espontidnea em camundongos knockouts para interleucina-10 (IL-10 KO)

Esse experimento foi conduzido com camundongos machos da linhagem C57BL6,
sendo 28 animais wild type (WT) e 28 knockouts para IL-10 (KO), ou seja, pré-dispostos ao
desenvolvimento de inflamagdes cronicas, todos provenientes dos Laboratérios Charles
River, Franca, onde viviam em condi¢des SPF (condi¢des livres de patégenos). Com 5
semanas de idade os animais foram trazidos para o biotério da Facultade de Farmacia da
Universidade de Sevilla, onde foram mantidos em condi¢des convencionais. Ao atingirem 7
semanas de idade, os grupos foram separados e os tratamentos iniciados, sendo: WT
controle (veiculo — salina 0,9% + tween 80%), controle negativo KO (veiculo — salina 0,9%
+ tween 80%), tratamento WT (rac-GTN, 30 mg/kg, via oral) e tratamento KO (rac-GTN,
30 mg/kg, via oral). Os tratamentos foram realizados tré€s vezes/semana, por 12 semanas e
durante esse periodo foram observados os sinais de toxicidade e progressdao da doenca, tais
como perda de peso, diarréia, sangramentos, excrecao de muco e prolapso retal (Scheinin et

al, 2003).

- Avaliacdo macroscépica

Apds 12 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados, o sangue foi
retirado por pungdo cardiaca e o coélon exposto, sendo pesado, medido e fotografado.
Obteve-se a relacdo peso/comprimento do célon e o dano macroscépico foi avaliado em
estereomicroscopio, andlise cega, segundo o seguinte score proposto por Berg et al (1996):

Score 0: célon sem sinais de inflamagao

Score 1: dreas de inflamacgdo (dreas avermelhadas)

Score 2: areas de possivel displasia (4reas espessas)

Score 3: dreas de displasia e possiveis tumores pequenos
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Além disso, o tecido foi dividido e aliquotas armazenadas para andlise histolégica
(fixacdo em solugdo de formol tamponado a 4%), extragdao de RNA para realizacdo de real-
time PCR (congeladas a -70°C, tratamento com DNase) e andlises bioquimicas (congeladas
a -70°C). O real-time PCR foi realizado com objetivo de quantificar a expressao relativa de

genes envolvidos no processo inflamatério e na carcinogénese.

- Histologia

Os fragmentos destinados a andlise histologica foram fixados em solucdo de formol
a 4%, tamponado, por 24 horas. Apos esse periodo, seguiu-se a desidratacdo progressiva
com série crescente de etanol: etanol 50°, etanol 70°, etanol 80°, etanol 100° e inclusao em
parafina. Os cortes foram realizados em micrétomo Leica Ultracut, 5 um de espessura. Para
a coloracdo os cortes foram desparafinizados em série de xilol e reidratados em
concentracdes decrescentes de etanol. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina

(HE).

- Avaliacdo microscopica

As laminas foram analisadas em microscopio Olympus CX41 e a andlise de
imagens através de camara digital Altra 20, acoplada a sistema analisador de imagens
automdtico (AnalySIS GetlT). As andlises foram cegas e realizadas utilizando-se as
objetivas de 4X, 10X e 20X, por histopatologista externo ao grupo.

A escala de inflamagdo seguiu um score de acordo com a proposta de Berg et al,
(1996), com algumas modificacdes:

Score 0: tecido intacto, sem modificacdes

Score 1: poucas células mononucleares na lamina propria, acompanhadas por
minima hiperplasia. Perda minima ou nula de muco nas células caliciformes

Score 2: frequentes lesdes focais inflamatérias na lamina prépria (células
mononucleares e neutréfilos). Hiperplasia moderada. Pequenas erosdes epiteliais. Escassa

inflamac¢do na submucosa
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Score 3: Grandes dreas de inflamacdo na mucosa, atingindo a submucosa.

Abscessos nas criptas. Hiperplasia. Perda abundante de mucina. Ulceras.

Os cortes também foram analisados com o objetivo de detectar zonas de displasia,

segundo as descri¢des de Sturlan et al (2001).

-Extragdo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada em capela de fluxo, ambiente livre de
ribonucleases e outras fontes de RNA/DNA, a fim de evitar a contaminacdo com DNA
genOmico. Os materiais foram todos autoclavados e limpos com solugdo de 0,IN NaOH e
ImM de EDTA, seguido de lavagem em dgua RNase-free.

Para a extracdo de RNA total utilizou-se o kit de extracio de RNA total Promega
#TMO048. Resumidamente: um tubo estéril de microcentrifuga/amostra contendo 175 pL de
tampdo de lise de RNA + B-mercaptoetanol foi pesado e o peso anotado. O tecido (que
estava conservado em N,, a -70°C) foi cortado em pequenas porcdes, congelado em
nitrogénio liquido e macerado com pistilo em gral de porcelana em nitrogénio liquido.
Depois de o nitrogénio evaporar o tecido macerado foi transferido para o tubo recém-
pesado e misturado por inversdo. O tubo contendo o tecido e o tampao de lise foi pesado e
assim calculou-se a massa de tecido macerado. Adicionou-se 350 uL de tampao de dilui¢ao
de RNA e o tubo foi colocado em banho de dgua ou termoblock a 70°C por 3 minutos, com
o cuidado de ndo ultrapassar esse tempo. Transferiu-se o lisado para um microtubo limpo e
adicionou-se 200 pL de etanol 95%, homogenizado com a pipeta 3-4 vezes. Centrifugou-se
a mistura em coluna Spin (disponivel no kit) por 1 minuto a 12.000-14.000 x g e lavou-se
com solucdo de lavagem de RNA, seguida de tratamento com solucdo de DNase e DNase
stop. Adicionou-se 100 pL de 4gua livre de nucleases e o RNA purificado foi armazenado a

-70°C. A concentracdo de RNA foi mensurada em NANODROP.
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- Retrotranscrigdo

A retrotranscricdo (sintese de DNA a partir de RNA pela acdo da enzima
transcriptase reversa) foi realizada segundo kit de retrotranscri¢io “SuperScript’™ First-
Strand Synthesis Using Randon Primers” — Invitrogen — Cat. No: 11904-018). Para tanto se
utilizou 1 ng-5ug de RNA total extraido. Para controle, utilizou-se RNA controle (50
ng/uL).

- Mistura em tubo estéril de 0,5 mL, livre de nucleases:

x uL contendo 1 a 5 ng de RNA total ou 1-500 ng de mRNA

1 uL de mix de 10 mM dNTP

1 uL. de random primers (50 ng/uL)

Agua destilada até completar 12 uL

- Aqueceu-se a mistura a 65°C por 5 minutos e colocou-se em gelo por 1 minuto. Coletou-se
o contetido por centrifugacdo e adicionou-se:

4 uL de 5 X First-Strand Buffer

2uL0,1 MDTT

1 uL de RNaseOUT™ (40U/ uL)

- Adicionou-se 1 uL da enzima SuperScript' ™ II RT em cada tubo e no controle 1
pL de DEPC-treated water ao invés da enzima. Incubou-se a 25°C por 10 minutos e a 42°C
por 50 minutos.

- A reacdo foi terminada a 70°C por 15 minutos e depois em gelo. Centrifugou-se
brevemente e adicionou-se 1 uL. de RNase H em cada tubo, incubag@o por 20 minutos a

37°C. As reacdes foram armazenadas a -20°C.

- PCR em tempo real

A reagdo de real time-PCR (amplificacdo e quantificacdo da expressdo de uma
sequéncia alvo de DNA) foi realizada segundo protocolo SYBR® Premix Ex Tag™
(Takara, #RR041A), em aparelho LightCycler®, Roche, pelo método de Sybr®Green PCR
master mix. A reacdo foi realizada utilizando os passos segundo amplificador. Estdgio 1:
Desnaturacdo inicial em um ciclo, a 95°C, 10-30 segundos. Estidgio 2: Shuttle PCR,

desnaturagdo a 95°C, 3-5 segundos e anelamento/extensiao a 60°C, 20-30 segundos. Estigio
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3: PCR em 3 passos - desnaturacdo a 95°C por 3-5 segundos, anelamento a 55°C por 10-20

segundos, extensdo a 72°C por 6-15 segundos, 30 a 45 ciclos.

Os primers foram desenhados pelo programa NCBI Primer Blast, que permite

selecionar o intervalo de temperatura de anelamento ao DNA, o comprimento da sequéncia

de bases do gene e a espécie do DNA trabalhado (Tabela 3).

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores murino-especificos (primers) utilizados

para a amplificacido de genes alvos

Gene Sequéncia Temperatura de anelamento
O
GAPDH F:5’AACGACCCCTTCATTGAC3’ 56
R:5’TCCACGACATACTCAGCAC3’
TNFa F:5’GATCTCAAAGACAACCAACTAGTG3’ 56
R:5’CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG3’
Caspase 8 F:5’TBCGGGATCCAGACAATGCCC3’ 56
R:5’AGCCCGCAGTCTCACAAGTCAC3’
Sirtl F:5>TGCCTCCTGAAGGCTGGGATTACAT3’ 56
R:5’GGTGGTGCAAACACTGCTCCTC3’
MMP9 F:5’TCTGGATTTGGGGGTGATGGGCA3’ 56
R:5’GCGCCATGTCACAACCCTTCG3’
Bcl-2 F:5’CCGGCGGAGGGTCAGATGGAZ’ 56
R:5’CACCGGGACATGGCTGCCAG3’
VEGF F:5°GAGGTTGGCACCATGGGAGCAGA3’ 56

R:5’CACGTGCCGTGGAGTGTCACAT3’

As andlises foram realizadas através da eficiéncia de reagdo (AAC,) e normalizadas

descontando-se o Ct (nimero de ciclos necessarios para a amplificagdo do gene) individual

de cada gene do Ct do gene utilizado como controle endégeno (housekeeping), nesse caso o

GAPDH (Bustin et al, 2009). Os ACq de cada grupo foram descontados do grupo WT

controle, portanto a andlise forneceu a quantificacdo da expressao relativa de cada gene.
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4 — Analise dos resultados

Todos os resultados obtidos foram estatisticamente analisados através do Teste de

Duncan (p<0,05), ANOVA, utilizando-se o programa estatistico Statistica7®.
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Resultados e Discussdo
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Resultados e discussdo

1 - Sintese assimétrica e racémica e atividade antiproliferativa in vitro da

goniotalamina

1.1 — Sintese assimétrica da goniotalamina

As sinteses de (R)- e (S)-goniotalamina foram realizadas em trés etapas,
empregando a alilacdo assimétrica do trans-cinamaldeido nas condi¢des desenvolvidas por
Keck e colaboradores (2003) (Esquema 2). Esse processo emprega quantidades cataliticas
(< 10 mol%) do Ti(O'Pr)s e de BINOL em diclorometano e na presenca de peneira
molecular (4A MS) sob a temperatura de -20°C por 60 horas, sendo um sistema eficiente
que permite a obtencdo dos alcodis homoalilicos em bons rendimentos € com O6timo
excesso enantiomérico (Marquissolo, 2009). A goniotalamina em suas duas formas

enantioméricas foi obtida com rendimento global de 39%.

Esquema 2 - Rota de sintese para a (R)-goniotalamina (1) ou (R)-GTN

(R,R)-A (10moi%) o A~
~CHO n(Bu)s N ~ Gl N N
4 A MS, CH,Cl,, Et;N, CH,Cl,
-20°C, 0°C, 69 %
2 60h, 70%, 95 % ee 3 4

(10 mol%)
CH,Cl,, 80 %

________________________

lGrubbs 13, ger.

(R)-Goniotalamina (1)
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Aspecto fisico: So6lido cristalino branco
Ponto de fusao: 81-82 °C

A sintese da (S)-goniotalamina foi realizada nas mesmas condi¢des, porém

empregando-se o (S,5)-A.

1.2 — Sintese racémica da goniotalamina

Ja a sintese racémica envolveu a alilacdo do trans-cinamaldeido com brometo de
alilmagnésio em substituicdo a alilacdo enantioseletiva, seguida de esterificacio com
cloreto de acriloila e Et;N e finalizada com reacdao de metatese de olefinas com catalisador
de Grubbs de 1? geracdo. Essa rota apresentou excelentes rendimentos para as etapas de
alilacdo (95%), esterificacdo (81%) e metatese de olfeinas (79%). A goniotalamina foi

obtida em 61% de rendimento global.

Esquema 3 - Rota de sintese para a rac- goniotalamina (7) ou rac-GTN

©/\/CHO A~~MgBr AN N Cl
-78 °C, THF, 95% EtsN, CH2Cl2, 81%

2 5

O
O
<
O

Grubbs 12 geragao ™

CH2Cl2, 79%

Vi
[op}
/

Goniotalamina (7)

A realizacdo dos testes in vivo exige grande quantidade de amostra-teste, de forma
que sua obtenc¢do deve ser otimizada e em larga escala. A sintese assimétrica realizada nas
condi¢Oes de Keck e colaboradores (2003), apesar de fornecer excessos enantioméricos

excelentes, € uma etapa trabalhosa e longa, ja que exige 60 horas para que a reagdo ocorra.



Dessa forma, avaliou-se a atividade antiproliferativa in vitro do racemato de goniotalamina
(rac-GTN) e comparou-se com o perfil de atividade de seus enantidmeros. A sintese nado-
assimétrica da goniotalamina apresenta excelente rendimento global, obtendo-se grandes
quantidades em menor periodo de tempo. De fato, em um periodo de trés meses foi possivel
a sintese de 25 gramas de rac-GTN e apesar do aumento da escala, o rendimento se
manteve ao redor de 60%.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de

carbono (RMN de 13C) sdo apresentados em anexo.

1.3 — Atividades antiproliferativa da goniotalamina em cultura de células

Considerando que um mesmo composto pode apresentar diferentes perfis de
atividade a depender da linhagem celular, foram utilizadas neste estudo linhagens tumorais
humanas de diferentes origens histoldgicas e genéticas: endodérmicas (NCI-460/pulmao,
HT-29/c6lon), ectodérmicas (UACC-62/melanoma, MCF-7/mama, U251/glioma) e
mesodérmicas (OVCAR-03/ovario, NCI-ADR/RES/ovéario com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos, PC-3/préstata, 786-0/rim). Além disso, a atividade antiproliferativa foi
avaliada em células com fendtipos ndo-tumorais, de origem ectodérmica
(HaCat/queratindcito humano e Vero/fibroblasto renal de macaco verde).

O crescimento celular foi determinado por espectrofotometria, utilizando-se o
corante protéico sulforrodamina B (SRB) e as andlises foram realizadas baseadas na
metodologia de triagem in vitro para drogas anticancer realizada pelo NCI, EUA, que
utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas (NCI60) (Monks et al, 1991;
Shoemaker, 2006). De modo diferente de outros métodos, o ensaio com SRB permite a
determina¢do da densidade celular no tempo 0 (momento de adi¢cdo das amostras), o que
possibilita o célculo da concentracdo que inibe totalmente o crescimento celular
(Shoemaker, 2006).

Os gréficos gerados relacionam a porcentagem de crescimento € a concentragdo das
amostras testadas (Figuras 13-15). Os valores entre 100% e O representam inibicdo de

crescimento, sendo a linha 0 o marco para a inibicao total de crescimento, ou seja, quando
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a quantidade de células ao final do experimento € a mesma do momento de adicdo das
amostras (placa Ty). J4 os valores negativos representam morte celular, pois a quantidade
de células (dosagem de proteinas coradas por absorbancia, inferida sobre a quantidade de
células ao final do experimento) nesse caso, € menor do que aquela do momento de adi¢do
das amostras, ou seja, a quantidade de células analisadas na placa T¢ (Monks, 1991). A
tabela (Tabela 4) indica os valores de TGI (total growth inhibition), ou seja, a concentracao
de amostra necessdria para inibir totalmente o crescimento celular em 48 horas de
tratamento.

A triagem in vitro inicial permite a selecdo dos melhores candidatos aos estudos em
modelos experimentais de cancer utilizando animais de experimentacdo. E uma técnica que
permite a avaliacdo da atividade antiproliferativa com maior especificidade, rapidez,

eficiéncia e reprodutibilidade (Monks et al, 1991).

Figura 13 — Atividade antiproliferativa da (R)-goniotalamina

(R)-goniotalamina

100
754
50_ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

25 1

—— Vero
-25 - —@— U251

Crescimento celular (%)
o

—A— UACC-62
—¥— MCF7
NCI/ADR-RES
-50 786-0
—4@— NCI-H460
PC-3
-75 4 —@— OVCAR:3
HT29
4 —@— HaCaT
-100
0.25 25 25 250
10° 10 10" 10° 10’ 107

Concentracdo (ug/mL)

Atividade antiproliferativa da (R)-goniotalamina em painel de 9 linhagens tumorais humanas e duas linhagens
ndo-tumorais, apds 48 horas de tratamento. O gréafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a

amostra em suas diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).
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Figura 14 — Atividade antiproliferativa da (S)-goniotalamina

(S)-goniotalamina

100

75

50

25

Crescimento celular (%)
o

—— Vero
-25 4 -@- U251
—A— UACC-62
—¥— MCF7
NCI/ADR-RES
-50 + 786-0
~@— NCI-H460
PC-3
=75 - ~@- OVCAR3
HT29
—@—HaCaT
-100 A
T T T T T T
0.25 25 25 250
10° 10° 10" 10° 10' 107

Concentragdes (pg/mL)

Atividade antiproliferativa da (S)-goniotalamina em painel de 9 linhagens tumorais humanas e duas linhagens
ndo-tumorais, apds 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a

amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

Figura 15— Atividade antiproliferativa da rac-goniotalamina

rac goniotalamina

100
75

50

25+

Crescimento celular (%)
o

254 e
—A— UACC
MCF7
NCI/ADR-RES
-50 786-0
—@— NCI-H460
PC-3
-75 —@— OVCAR-3
HT29
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Atividade antiproliferativa da rac-goniotalamina em painel de 9 linhagens tumorais humanas e duas linhagens
nao-tumorais, ap6s 48 horas de tratamento. O gréfico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a

amostra em suas diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).
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(R)-, (S)- € rac-GTN inibiram o crescimento das células estudadas em funcdo das
concentracdes empregadas, havendo também indu¢do de morte celular (Figuras 13-15). (R)-
GTN apresentou os menores valores de TGI, seguidos pela rac-GTN e (S)-GTN. As
linhagens mais sensiveis a (R)-GTN foram PC-03 (préstata) e NCI-ADR/RES (ovério com
fenétipo de resisténcia multidrogas), enquanto que para rac-GTN foram NCI-460 (pulmio),
PC-03, HT-29 (c6lon) e UACC-62 (melanoma) e para (S)-goniotalamina foram NCI-
ADR/RES e OVCAR-03 (ovario) (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de TGI e LCsy em puM, para (R)-, (S)- e rac-GTN, concentracoes
necessarias para inibir totalmente o crescimento celular e levar a morte de 50% das
células, respectivamente®

TGI LCs,
Rac-GTN (R)-GTN (S)-GTN  Rac-GTN __ (R)-GTN (S)-GTN
U251 18,7 13,2 32,1 110,97 106,8 107,3
UACC-62 14,98 8,34 25,62 88,70 119,2 96,3
MCF-7 20,5 8,0 14,68 451,33 83,5 68,32
NCI- 26,3 3,1 14,4 345,0 31,5 41,35
ADR/RES
786-0 21,6 9,7 293 116,77 115,9 121,3
NCI-H460 13,3 6.6 29,6 2534,94 50,6 123,5
PC-03 13,9 5.4 18,4 21,88 83,1 90,5
OVCAR- 20,08 8,31 9,14 685,37 99,6 84,5
03
HT-29 15,5 8,5 28,3 109,5 91,8 104,2
VERO 31,0 13,0 64,7 712,7 400,2 761,7
HaCat 17,2 16,0 57,0 551,17 15412 1265,6

* Concentragdes foram determinadas por regressio ndo-linear utilizando o programa ORIGIN PRO
8.0° (OriginLab Corporation).

Em geral, o perfil de atividade de rac-GTN se manteve entre os perfis apresentados
por (R)- e (§)-GTN: o enantidmero (R)- é mais potente, apresentando valores de TGI abaixo
de 13 uM para as células tumorais, enquanto que rac € (S)-GTN apresentam valores de TGI
entre 13-26 pM e 9-45 uM, respectivamente (Tabela 4) (Vendramini-Costa et al, 2010).
Para a maioria das linhagens tumorais humanas avaliadas, a goniotalamina, em suas trés
formas, inibe totalmente o crescimento celular em concentragdes entre 5 ¢ 30 uM (1 e 6

pg/mL), que sdo valores relativamente baixos, demonstrando a poténcia das moléculas,
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porém com pouca seletividade (Tabela 4). Quanto as linhagens ndo-tumorais (Vero e
HaCat), as trés formas da goniotalamina apresentam valores de TGI mais elevados, porém
préximos da faixa de concentracdo que inibe totalmente o crescimento celular das linhagens
tumorais, de forma que ndo se pode afirmar seletividade para linhagens tumorais neste
parametro. Realmente somente estudos in vivo poderdao responder acerca da toxicidade de
um composto. Em termos de morte celular, analisando-se os valores de LCsy pode-se
observar que em geral sdo necessarias concentracdes maiores de goniotalamina para levar a
morte de 50% das células ndo-tumorais (Tabela 4).

A atividade antiproliferativa da goniotalamina pode ser explicada pela presenca em
sua estrutura de uma o lactona a-f insaturada, que atua como aceptor de Michael na
presenca de biomoléculas contendo aminoécidos nucleofilicos (por exemplo, cisteina,
lisina, serina e treonina) ou residuos de guanina, como ja demonstrado em outras lactonas
naturais, como a citostatina e a fostriecina (de Fatima et al, 2006; Barcelos et al, 2012). De
fato, diversos estudos apontam para a atividade antiproliferativa da goniotalamina em
diferentes linhagens tumorais humanas, tais como carcinoma cervical (Hela), carcinoma
géastrico (HCG-27), carcinoma mamario (MCF-7, T47D, MDA-MB-231), leucemia (HL-
60, Jurkat T), carcinoma de préstata (PC-03) e de c6lon (HT-29) (Inayat-Hussain, et al,
1999, 2003; Pihie et al, 1998; de Fatima et al, 2005).

A goniotalamina em suas formas enantioméricas e racémica apresentam atividade
antiproliferativa in vitro, em concentracoes na ordem de uM, sendo que os resultados
obtidos para rac-GTN sdo compardveis aos de seus enantidomeros. Esses dados aliados ao
6timo rendimento da rota sintética racémica e o menor tempo para obten¢do do produto

fazem da mistura racémica da goniotalamina uma escolha natural para os estudos in vivo.

1.4 — Influéncia da goniotalamina no crescimento celular da linhagem MCF-7

sob estimulo estrogénico (E-screen)

Tendo em vista os baixos valores de TGI apresentados por (R)-GTN e (S)-GTN para
a linhagem MCF-7 (mama), avaliou-se a atividade antiproliferativa da goniotalamina

nessas células quando expostas ao estimulo hormonal. A linhagem MCF-7, um
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adenocarcinoma da glandula mamadria, apresenta receptores de estrogeno citoplasmaticos,
respondendo ao estimulo proliferativo desse hormonio (ATCC, 2012). Além disso, essa
célula expressa o oncogene Wnt7B e produz proteinas que se ligam aos fatores de
crescimento insulina-like (IGFBP), sendo essa secre¢do modulada pelos tratamentos anti-
estrogénicos (ATCC, 2012). Dessa forma, utilizou-se como controle positivo o tamoxifeno
(TAM), um anti-estrogénico que atua como modulador seletivo de receptores de estrogeno,
funcionando como um antagonista parcial por se ligar a subunidade AF2 do receptor, que é

ativa transcricionalmente e que regula a expressdo de genes-alvo da cascata estrogé€nica
(Lam et al, 2009).

Figura 16 - Influéncia de (R)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na

presenca e auséncia do 17-8 estradiol

EWMCF-7

Hit#

R N

g 250 25 25 025 0025000252564 2,565 2 SE.6 2,567

BMCF-7+E2

MCF-7+(R)-GTN
B MCF-7+(R)-GTN+E2

Crescimento celular (%)

Tratam entos (jug/mL)
Influéncia de (R)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na presenca e auséncia do 17-8 estradiol
(E2) (InM). As células foram tratadas com (R)-GTN em diferentes concentragdes (2,5E-7 a 250 pg/mL). *, #
p<0,05, ** ## p<0,01 e ***### p<0,001 (ANOVA). * diferenga estatistica em relacdo as células sem

estradiol. # diferenca estatistica em relacdo as células com estradiol. (E- corresponde a 107).
As concentragdes entre 2,5 e 250 pg/mL apresentam atividade citocida tanto na

presenca quanto na auséncia de estrégeno, ou seja, o0 mecanismo de morte é independente

da via estrogé€nica. Concentracdes abaixo de 2,5 pg/mL inibem o crescimento celular,
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porém a medida que a concentracdo de goniotalamina diminui, diminui também seu efeito

antiproliferativo sobre a célula, prevalecendo o efeito proliferativo do estrégeno (Figura

16).

Figura 17 - Influéncia de (S)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na
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BMCF-7+(S)-GTN+E2

250 75 2,5 0,25 0,025 0,0025 2,5E-4 2,5E-5 2,5E-6 2,5E-7

Tratamentos (ng/mL)

Influéncia de (S)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na presenga e auséncia do 17-8 estradiol
(E2) (InM). As células foram tratadas com (S)-GTN em diferentes concentra¢des (2,5E-7 a 250 pg/mL). *, #
p<0,05, ** ## p<0,01 e ***##H# p<0,001 (ANOVA). * diferenca estatistica em relacdo as células sem

estradiol. # diferenca estatistica em relacfo as células com estradiol. (E- corresponde a 10).

De maneira semelhante ao que ocorre com a (R)-GTN, as concentragdes citocidas

de (§)-GTN (25 e 250pug/mL) levam as células a morte tanto na presenca como na auséncia

de estrogeno e conforme hd diminuicdo da concentragdo de goniotalamina, hd também

diminui¢do de seu efeito antiproliferativo, o que favorece a agdo do estrégeno (Figura 17).
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Figura 18 - Influéncia do tamoxifeno sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na

presenca e auséncia do 17-8 estradiol
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Tratamentos (ng/mL)

Influéncia do tamoxifeno (TAM) sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na presenca e auséncia do 17-8
estradiol (E2) (InM). As células foram tratadas com TAM em diferentes concentragdes (2,5E-7 a 250 pug/mL).
* # p<0,05, **, ## p<0,01 e *** ### p<0,001 (ANOVA). * diferenca estatistica em relagdo as células sem

estradiol. # diferenca estatistica em relacdo as células com estradiol. (E- corresponde a 107).

No caso do tamoxifeno, a concentracdo de 250 pg/mL leva quase que a totalidade
das células a morte, porém quando estas sdo expostas ao estrégeno, a agdo citocida to
tamoxifeno praticamente € inibida, indicando efeitos antagdnicos sobre a célula (Figura
18). O mesmo ocorre na concentragdo de 25 pg/mL, onde o estrogeno inibe a acdo citocida
do tamoxifeno, havendo inibi¢do total do crescimento celular. Os efeitos antagdnicos do
tamoxifeno e estrogeno podem ser mais bem observados quando as células sdo tratadas
com tamoxifeno na concentracdo de 2,5 ug/mL: tal concentracdo ndo altera a viabilidade
celular, porém inibe totalmente a acdo do estr6geno, indicando um efeito sobre os
receptores do hormonio. Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Soto et
al (1995).

Os receptores de estrégeno funcionam tanto como fatores como co-fatores de
transcri¢do (Shi et al, 2007). Dois tercos dos tumores de mama apresentam crescimento

dependente de estrogeno; quando o estrégeno se liga em seu receptor, hd a sinalizacdo para

a transcricao de genes que ativam a proliferac@o e sobrevivéncia (Brekman et al, 2011).
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Estudos recentes indicam que o estrogeno leva a estabilizacdo pds-traducional de
proteinas relevantes para a promocgdo do ciclo celular, como c-Myc e ciclina D1 (Shi et al,
2007). De maneira semelhante, a f-catenina, juntamente com TCF/LEF (familia de fatores
de transcri¢do) podem promover a sobrevivéncia e proliferagdao celular durante diversos
estdgios do desenvolvimento da glandula mamdria, regulando também os genes que
codificam para c-Myc e ciclina D1. Além dos receptores de estrégeno, outros receptores,
como os da familia dos receptores de fatores de crescimento endotelial (EGFR), também
direcionam o crescimento de células tumorais de mama, levando a ativagio das cinases Akt
e Erk, que participam de vias de proliferacdo e sobrevivéncia (Frogne et al, 2009). O
estrégeno leva também a ativacdo da PI3K, direcionando as células MCF-7 para a fase S do
ciclo celular, promovendo sua proliferacdo (Lombardi et al, 2008).

A proliferacdo e sobrevivéncia celular em decorréncia da ag¢do do estrogeno é uma
acdo coordenada entre essas atividades e a inibicdo de morte celular: diversos estudos
indicam que o estrégeno induz a expressdo do gene anti-apoptético bcl-2, portanto inibindo
a apoptose, além de inibir a transcricdo do gene p53, que codifica para a proteina p53,
importante regulador de morte celular (Brekman et al, 2011). Dessa forma, tratamentos
que inibam a proliferacdo celular ou que induzam apoptose independentemente de Bcl-2 e
pS3 ou ainda que inibam a expressdo do gene bcl-2 possivelmente serdo ativos em
linhagens dependentes de estrégeno, como a MCF-7, como pode ser o caso da
goniotalamina em maiores concentragdes, ndo necessariamente interagindo com o0s
receptores de estrégeno.

O tamoxifeno e o fulvestrano (antagonista de receptores de estrégeno, sem efeitos
agonistas), além de atuarem nos receptores de estrégeno, também induzem apoptose via
inibi¢do da expressdo de Bcl-2 (Kansra et al, 2005; Ko et al, 2011). A expressao de Bcl-2
estd envolvida com a resisténcia ao tamoxifeno em alguns tipos de cancer de mama (Ko et
al, 2011).

A ac¢do independente de (R)- e (S)-GTN sobre a linhagem permite concluir que
nessas condi¢des experimentais tais moléculas ndo atuam através da inibi¢do da atividade

estrogénica, o que ndo exclui a possibilidade de acdo sobre as mesmas vias ativadas e/ou
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inibidas pelo estrégeno. Nesse caso ndo haveria competi¢do, ou seja, a administracdo de

estrogeno ndo influenciaria a atividade da goniotalamina.

2 - Toxicidade aguda in vivo

A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada pela administracdo intraperitonial de
(R)-, (S)- e rac-GTN nas doses de 50, 100, 300, 600 e 1000 mg/kg, seguindo-se a
observacdo dos animais durante 4h apés a administracdo das doses e durante os 15 dias
subsequentes. Nenhuma evidéncia de toxicidade foi observada durante as 4h de observacao
bem como durante os 15 dias seguintes nos animais tratados com as doses de 50, 100 e 300
mg/kg: os animais se mantiveram ativos e ganharam peso normalmente. Os animais
tratados com a dose de 600 mg/kg apresentaram secrecdao ocular apdés 5 minutos de
tratamento, diminuicdo da locomocdo e da resposta aos estimulos, com aparecimento de
tremores apos 15 minutos de tratamento. Todos os animais se recuperaram apds 2 horas de
tratamento, ndo havendo morte. J4 os animais tratados com a dose de 1000 mg/kg
apresentaram muitos sinais de toxicidade: apds 2 minutos de tratamento os animais
apresentaram tremores, dificuldade respiratéria, cauda em Straub, epistotonus (cabeca e
tronco arqueados para trds) e convulsdes esparsas ao longo de duas horas, quando todos os
animais tratados morreram. A toxicidade apresentada pelas doses de 600 e 1000 mg/kg
caracterizam uma ac¢do central da molécula, que interfere na capacidade respiratéria e
locomotora dos animais, levando a convulsdes do tipo clonico-tonica. Dessa forma a dose
maxima considerada segura foi a de 300 mg/kg, sendo os testes in vivo realizados com

doses que variaram entre 10 e 300 mg/kg, pelas vias intraperitonial e oral.

72



3 - Atividade antiproliferativa da goniotalamina em camundongos

implantados com a linhagem MCF-7 encapsulada em fibras semipermedveis

(Hollow fiber)

O modelo de Hollow fiber consiste no cultivo de linhagens tumorais em fibras de
polivinilideno permedveis a substancias com peso molecular <500 KDa, podendo ser
implantadas no subcutaneo e/ou peritonio de animais imunocompetentes. Os animais sao
tratados com substincias de interesse e entdo as fibras sdo retiradas e o efeito dos
tratamentos sobre as linhagens celulares € avaliado empregando-se métodos colorimétricos
(Decker et al, 2004). A vantagem desse modelo reside no fato de que os animais, mesmo
sendo imunocompetentes, ndo desenvolvem reacdo imune contra as células contidas nas
fibras, pois essas ndo sdo apresentadas como antigenos. Portanto ndo hd resposta imune
celular, o que permite o implante de células humanas. A linhagem escolhida para este
modelo foi a de mama (MCF-7), por ter sido a linhagem com a qual ja foram realizados
testes mecanisticos associados a a¢do da goniotalamina sobre receptores de estrogeno. A
via escolhida para o implante das fibras foi a abdominal.

A goniotalamina apresentou atividade antiproliferativa dose-dependente, sendo que
o tratamento com a menor dose ndo foi ativo, enquanto que as doses de 30 e 100 mg/kg
inibiram o crescimento tumoral em 52% e 65% respectivamente (Figura 19). Ja o
tratamento com a doxorrubicina, 3 mg/kg, apresentou atividade citocida, inibindo em 106%
o crescimento celular, ou seja, havia menor quantidade de células no final do experimento.

Esse experimento demonstrou o efeito da goniotalamina em células tumorais
humanas em modelo in vivo. E interessante notar que no modelo de Hollow fiber as células
tumorais estdo confinadas as fibras, portanto a acdo que se observa € de fato sobre vias que
levam a proliferacdo celular. A goniotalamina, ao apresentar atividade antiproliferativa

nesse modelo, confirma a atividade in vitro ja estudada.
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Figura 19 - Atividade antiproliferativa da goniotalamina sobre a linhagem

MCF-7 implantada no abdéomen de camundongos, em modelo de Hollow Fiber
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Efeito da rac-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, expresso como porcentagem de crescimento. Os
valores contidos nos retdngulos brancos indicam a procentagem de inibi¢do de crescimento. Tratamentos com
rac-GTN, via i.p., nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg resultaram em inibi¢do do crescimento celular dose-
dependente. A doxorrubicina (3 mg/kg) foi utilizada como controle positivo e o veiculo foi salina 0,9% +

tween 80%. ** p<0,01 e *** p<0,001 (ANOVA).

O modelo de Hollow fiber ¢ amplamente utilizado pelo NCI como modelo
intermedidrio entre a triagem in vitro e o modelo de tumor xenografico in vivo, por ser um
modelo eficiente para selecdo de potenciais substancias com alguma atividade in vivo, com
o aditivo de fornecer informacdes acerca da atividade pds-metabolizacdo da substancia
usada nos tratamentos (Mi et al, 2009).

Porém, sobre o modelo de Hollow fiber € importante apontar que este ndo substitui
outros que permitam estudos acerca da biologia e patogénese do tumor, pois neste ndo €
possivel avaliar aspectos do estroma ou de respostas imunoldgicas, sendo esta apenas uma
triagem inicial com células humanas implantadas in vivo (Decker et al, 2004).

Dessa forma, avaliou-se a goniotalamina no modelo de tumor sélido e ascitico de

Ehrlich em camundongos imunocompetentes. O tumor de Ehrlich, por ser murino, pode ser
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implantado livremente no camundongo, portanto ha a participacdo do ambiente circundante

no desenvolvimento desse tumor.

4 — Tumor solido e ascitico de Ehrlich

A fim de avaliar a atividade in vivo da goniotalamina em um modelo onde o tumor
cresce livremente, utilizou-se o modelo de tumor sélido de Ehrlich inoculado na pata direita
traseira do animal. Este tumor € de crescimento répido e agressivo e o fato de ser inoculado
na pata do animal permite analisar o comportamento sistémico das amostras, que sio
administradas intraperitonialmente. Além disso, como o experimento tem entre 15 e 20
dias de duragdo, pode-se avaliar a toxicidade da amostra em doses repetidas, pois 0s
esquemas de tratamento podem variar de um tratamento semanal para até tratamentos
didrios. No caso da goniotalamina, os tratamentos foram realizados a cada trés dias,
totalizando cinco administracoes.

ApOs o sétimo dia de experimento, os tratamentos com 30, 100 e 300 mg/kg de rac-
GTN e 10 mg/kg de 5-FU diminuiram o crescimento tumoral em 50,0 + 19,3%, 41,7 +
13,9%, 35,7 + 32,5% e 41,7 + 17,8% respectivamente, havendo diferenca estatistica em
todos os grupos tratados comparados ao controle positivo (salina 0,9% + tween 80%), mas
nio havendo diferenca entre os grupos tratados (p<0,05) (Figura 20). A inibi¢do de
crescimento tumoral foi mantida até o final do experimento (apds 5 tratamentos), quando o
crescimento tumoral foi inibido em 57,6+7,4% no grupo tratado com 5-FU (Figura 20) e
em 48,5+9,4%, 40,949,5% e 66,7£15,9% nos grupos tratados com rac-goniotalamina nas
doses de 30,100 e 300 mg/kg respectivamente (p<0,001) (Vendramini —Costa et al, 2010).

Em concordiancia com esses dados, o peso relativo tumoral (razdo massa do
tumor/massa animal) foi inibido em 46,1£7,8% no grupo tratado com 5-FU e 41,8 + 26,0%,
31,6 £22,9% e 36,7 £ 15,9% nos grupos tratados com rac-goniotalamina nas doses de 300,

100 e 30 mg/kg respectivamente (p<0,05, Figura 21) (Vendramini —Costa et al, 2010).
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Figura 20 - Efeito da rac-goniotalamina sobre o desenvolvimento do tumor sélido de
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Efeito da rac-GTN sobre o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich, expresso como volume do tumor
(mL) por dia de tratamento. Tratamentos com rac-goniotalamina nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg resultaram
em inibicdo significativa do crescimento tumoral. O 5-fluorouracil (5-FU) foi utilizado como controle

positivo e veiculo foi salina 0,9% + tween 80%. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 (ANOVA).

Figura 21 -Efeito da rac-goniotalamina sobre o peso relativo tumoral
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Peso relativo tumoral, expresso pela diferenca entre o peso das patas com e sem tumor dividido pela massa
corporal. Tratamentos com rac-GTN nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg e com 5-FU (10 mg/kg) resultaram
em reducgdo significativa no peso relativo tumoral, em comparagdo com o controle negativo (salina 0,9% +

tween 80%). * p<0,05 (ANOVA).
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A fim de investigar a influéncia da configuracdo absoluta na atividade
antiproliferativa in vivo e considerando os resultados promissores obtidos com rac-GTN no
modelo de tumor sélido de Ehrlich, a atividade de (R)- e (S)-GTN também foi avaliada
nesse modelo. Estudos relacionando estrutura-atividade sdo importantes, como ja
demonstrado no caso da talidomida racémica, que € muito utilizada no tratamento de
mieloma multiplo, mas cujos enantidmeros possuem atividades distintas: o enantiomero (R)
possui propriedades sedativas e o enantidmero (S) é teratogénico (Kumar & Rajkumar,
2006).

Como os resultados da rac-GTN foram similares em todos as doses testadas
(p<0,001), a dose de 50 mg/kg foi selecionada para os enantiomeros e a doxorrubicina (3

mg/kg) foi utilizada como controle positivo.

Figura 22 - Efeito da (R)- e (S)-goniotalamina sobre o desenvolvimento do tumor
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Efeito da (R)- e (S)-GTN sobre o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich, expresso como volume do
tumor (mL) por dia de tratamento. Tratamentos com (R)- e (S)-GTN na dose de 50 mg/kg resultaram em
inibicdo significativa do crescimento tumoral. Doxorrubicina (3 mg/kg) foi utilizada como controle positivo e

o veiculo foi salina 0,9% + tween 80%. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 (ANOVA).
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Os enantiomeros da goniotalamina comecgaram a inibir o crescimento tumoral a
partir do 10° dia, apds trés tratamentos (Figura 22). O enantidmero (S)- inibiu o aumento de
volume tumoral em 53,7 £ 20,9% no 10° dia, perfil que foi mantido até o final do
experimento, quando a inibi¢do de crescimento foi de 48,7 + 9,3%. Nos animais tratados
com (R)-GTN o efeito inibitério sobre o crescimento tumoral foi observado apds o 13° dia
de experimento (21,9 + 15,6%), com resultados similares quando comparados com os
outros grupos experimentais no final do experimento (37,4 + 10,8%) (p<0,001). A
doxorrubicina inibiu o crescimento tumoral a partir do 7° dia (42,7 £ 9,2%), acdo mantida
até o final do experimento (34,745,6%), quando todos os grupos tratados foram

estatisticamente iguais (Vendramini —Costa et al, 2010).

Figura 23 - Efeito da (R)- e (S)-goniotalamina sobre o peso relativo tumoral
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Peso relativo tumoral, expresso pela diferenca entre o peso das patas com e sem tumor dividido pela massa
corporal. Tratamentos com (R)- e (S)-GTN na dose de 50 mg/kg e com Doxorrubicina (3mg/kg) resultaram
em reducgdo significativa no peso relativo tumoral, em comparagdo com o controle negativo (salina 0,9% +

tween 80%). * p<0,05 (ANOVA).

Corroborando com os dados de volume tumoral o peso relativo tumoral foi inibido

em 28,0 £ 11,0 % nos animais tratados com doxorrubicina 3 mg/kg enquanto que nos
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animais tratados com (R)- e (S)-goniotalamina a inibi¢do foi de 25,3 + 16,2% e 39,7 +

20,3%, respectivamente (p<0,001), (Figura 23) (Vendramini-Costa et al, 2010).

Durante os experimentos, os animais foram pesados e observados quanto a possiveis
sinais de toxicidade. Apds 15 dias de experimento (5 tratamentos), ndo foram observados
sinais de toxicidade ou expressiva perda de peso nos animais tratados com rac-, (R)- e (S)-
goniotalamina e 5-FU. No entanto os animais tratados com doxorrubicina (3 mg/kg)
apresentaram perda de massa corporal (2,5¢ de perda no final do experimento,
representando 10% da massa corporal e entdo definindo a méxima dose tolerada). A
doxorrubicina é um potente agente antitumoral que estd entre as drogas antineoplasicas
mais ativas desenvolvidas até o momento, porém sua aplicacdo é limitada por seus efeitos
colaterais, que incluem toxicidade a medula dssea, desordens gastrointestinais, estomatite,

alopecia, edema, cardiotoxicidade aguda e cumulativa (Graeser et al, 2010).

A toxicidade apresentada pela maioria das drogas disponiveis na quimioterapia do
cancer e também pela radioterapia € um dos maiores desafios para o desenvolvimento de
novas drogas, que visam maiores indices terapéuticos com maior seletividade para as
linhagens tumorais (Weinberg, 2008). Dessa forma, a auséncia de sinais de toxicidade nas
doses efetivas da goniotalamina representa um indicativo positivo para a continuidade dos
estudos pré-clinicos com essa molécula.

Tumores sélidos sdo estruturas complexas e heterogéneas, apresentando um
microambiente composto por células tumorais e do estroma, embebidas em uma matriz
extracelular e cercadas por uma rede vascular. No interior desses tumores existem
diferencas de pH, pressdo de oxigénio e fluxo de nutrientes, que contribuem para a
resisténcia tumoral a quimioterapia devido a distribuicdo irregular de drogas nesse
ambiente (Trédan et al, 2007). Apesar disso, a goniotalamina, nas formas de racemato e
enantioméricamente puras, inibiram o crescimento tumoral em modelo de tumor sélido de

Ehrlich, demonstrando provavel eficdcia no tratamento de tumores sélidos.

O tumor sdlido € um modelo interessante, pois permite acompanhar o

desenvolvimento tumoral dia a dia até o final do experimento, porém é mais dificil a
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avaliacdo da densidade celular. Como o modelo ascitico permite essa quantificagdo, foi
realizado um experimento piloto avaliando a atividade da rac-GTN no modelo de tumor
ascitico de Ehrlich. Nesse piloto o experimento foi mais curto (8 dias), o que permitiu a
coleta do liquido ascitico livre de hemorragia e a contagem de células totais/mL de ascite
através de citometria de fluxo, excluindo-se debris celulares e células de pequeno tamanho.
A fim de avaliar a influéncia da goniotalamina sobre os parametros sanguineos, no final

desse experimento o sangue foi retirado para determina¢do do hemograma.

Figura 24 - Tumor ascitico de Ehrlich: quantidade de células/mL de lavado

peritonial nos diferentes tratamentos
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Efeito da rac-GTN sobre o nimero total de células/mL do lavado peritonial contendo ascite decorrente do
desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich. Tratamentos com rac-GTN, via i.p., nas doses de 30 e 100
mg/kg resultaram em inibicdo significativa do nimero de células/mL. Como veiculo foi utilizado salina 0,9%

+ tween 80. * p<0,05 (ANOVA).

Como observado no tumor solido de Ehrlich, os tratamentos com rac-GTN nas
doses de 30 e 100 mg/kg reduziram o desenvolvimento tumoral de maneira semelhante
(42,5+£32,6% e 40,6+26,6%, respectivamente), sendo ambas estatisticamente iguais entre si

e diferentes do controle negativo (Figura 24).
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Quanto aos parametros sanguineos, o tumor ascitico de Ehrlich produz no
hospedeiro mudangas na resposta hematopoiética medular, como anemia, deplecdo timica,
imunossupressdo e leucocitose granuldcito-dependente, havendo também efeitos
supressores nas células progenitoras da medula éssea (Bincoletto et al, 2005). No caso
desse experimento, o desenvolvimento do tumor foi responsdvel por uma diminui¢do do
nimero de leucdcitos, sem alteracdo na quantidade de eritrdcitos, hemoglobina e plaquetas
(Figura 25).

Figura 25 - Efeitos da rac-goniotalamina sobre alguns parametros hematolégicos
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Hemograma do sangue total dos animais apds tratamento com rac-GTN, via i.p., nas doses de 10, 30 e 100
mg/kg. Grupo sham: animais sauddveis, sem tumor e sem tratamento. Leucdcitos totais (WBC), eritrécitos

, hemoglobina e plaquetas (Ptl). < 0,05, <0, . Duncan’s test, p <0, .
(RBC), h globina (Hbg) e plaq Ptl). * p < 0,05, *** p<0,001. D ’ p <0,001 (ANOVA)

A diminui¢do na contagem de leucdcitos, apesar de ndo estar correlacionada com as

doses, sugere uma possivel inibicdo de proliferacao dessas células. Essa hipotese devera ser
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avaliada em estudo especifico de toxicidade e com animais sauddveis, realizando a
contagem diferencial desses leucdcitos.

O tumor de Ehrlich € um adenocarcinoma mamario de crescimento rapido e
agressivo, que gera uma resposta inflamatéria local caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular, formacao de edema e migracdo celular (Stewart, 1959; Fecchio et
al, 1990). Os estudos sugerem que a resposta inflamatdria neutrofilica é essencial para o
controle do tumor de Ehrlich, porém o aumento do influxo dessas células também promove
seu desenvolvimento, o que pode estar relacionado com a angiogé€nese e fatores de
crescimento induzidos pela inflamagdo, que sdo necessdrios para o desenvolvimento
tumoral (Bergami-Santos et al, 2004; Nascimento et al, 2006). Pode-se concluir entdo que a
modulacdo da resposta inflamatoria pode inibir o desenvolvimento desse tumor.

Corroborando com essa hipétese, diversos estudos apontam para uma estreita
relacdo entre cancer e processos inflamatdérios cronicos, suportada por evidéncias
epidemioldgicas onde mais de 25% dos céinceres estdo relacionados a infec¢des cronicas e a
outros tipos de inflamacdo (Schetter et al, 2010). Durante o processo de tumorigénese,
modificagdes drdsticas no estroma, reacdo inflamatdria e resposta imune sdo fatores
desencadeados no microambiente tumoral, que atuam promovendo € mantendo o tumor
(Bissel & Hines, 2011).

Inflamagdes cronicas t€m sido associadas a vérios passos envolvidos na
tumorigénese, incluindo transformagdo celular, promocao, sobrevivéncia, proliferacdo,
invasdo, angiogénese e metastase (Aggarwal et al, 2009). O processo inflamatdrio
associado ao cancer inclui infiltracdo de células de defesa, predominantemente de células
fagocitarias, presenca de mensageiros inflamatérios (como fator de necrose tumoral,
interleucinas e quimiocinas), tecido em remodelamento e angiogénese (Mantovani, 2007).

Considerando que o microambiente € um componente determinante na formagao e
manutencdo tumoral, o entendimento de seu papel na tumorigénese poderd auxiliar na
transposicdo desses conhecimentos para a clinica. O co-tratamento com drogas que
modifiquem o ambiente tumoral pode promover uma resposta adjuvante com o0s
quimioterapicos que atuam em alvos especificos (Bissel & Hines, 2011). Recentemente

diversos estudos foram realizados propondo terapias combinatdrias que enfocam o papel do
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microambiente em vdrios tipos de cancer, bem como o tumor propriamente dito. Algumas
dessas terapias ja foram aprovadas pelo FDA (US Food and Drug Administration) para o
tratamento de diversos cAnceres, como inibidores de angiogénese (Avastin®) e o anti-
inflamatorio Celebra®, inibidor de COX-2 utilizado em estudos clinicos de fase II como
adjuvante no tratamento de cancer de prdstata e pancreas, por suprimir o crescimento de
vasos (Bissel & Hines, 2011).

A fim de avaliar a influéncia da inflamacdo no desenvolvimento tumoral, a
atividade do anti-inflamatorio ndo-esteroidal Piroxicam (20 mg/kg) foi avaliada no modelo
de tumor sélido de Ehrlich. Além disso, considerando a extensa aplicacdo de terapias
combinatdrias no tratamento de diversos tipos de cancer, a atividade da rac-GTN, 100

mg/kg, em combinagdo com o 5-FU, 10 mg/kg também foi avaliada (Figura 26).

Figura 26 - Efeito da rac-goniotalamina, rac-goniotalamina + S-fluorouracil e

do Piroxicam (AINEs) sobre o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich
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Efeito da rac-GTN, rac-GTN + 5-fluorouracil e do piroxicam (AINEs) sobre o desenvolvimento do tumor
s6lido de Ehrlich, expresso como volume do tumor (mL) por dia de tratamento. Tratamentos com rac-GTN,
rac-GTN + 5-fluorouracil e do piroxicam (AINEs) resultaram em inibi¢do significativa do crescimento
tumoral. O quimioterdpico S-fluorouracil (10 mg/kg) foi utilizado como controle positivo e o veiculo foi

salina 0,9% + tween 80. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 (ANOVA).
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Ja no quarto dia de experimento, os grupos tratados com 5-FU 10 mg/kg e com
piroxicam 20 mg/kg apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo
(p<0,05 e p<0,01). Realmente, esse quadro pode estar relacionado com uma ag¢ao citotéxica
do quimioterdpico e uma acdo anti-inflamatéria do AINEs, pois j4 foi relatado que existe
um aumento expressivo nos niveis de prostaglandina E; ap6s o inoculo das células tumorais
de Ehrlich (Oloris et al, 2002). Nos grupos tratados com rac-GTN e rac-GTN + 5-FU
houve inibicdo do crescimento tumoral a partir do sétimo dia de experimento, porém de
maneira semelhante: no grupo que recebeu os dois tratamentos observou-se o mesmo perfil
de atividade que o apresentado pelo grupo tratado somente com rac-GTN. A inibi¢do de
crescimento foi mantida até o final do experimento, sendo de 57,6+7,4% e de 43,9£16,7%
para os grupos tratados com 5-FU e rac-GTN + 5-FU respectivamente (p<0,01) e de
40,949,5% e 37,9+12,7% para os tratamentos com rac-GTN e piroxicam (p<0,001).

O 5-FU faz parte do conjunto de drogas antimetabdlicas, ou seja, atua inibindo
processos biossintéticos essenciais e/ou sendo incorporado em macromoléculas, como
DNA e RNA, inibindo suas fun¢des normais. E um analogo da uracila com um 4tomo de
fldor na posicdo C-5, no lugar de um hidrogénio; essa uracila modificada se incorpora ao
DNA e RNA, inibe a sintese da enzima timidilato sintase, promovendo danos ao DNA.
Além disso, inibe também a sintese de RNA e estd relacionado a proteina FAS, que € um
membro da superfamilia do receptor de fator de necrose tumoral, que compdem o death-
inducing signalling complex (DISC) e ativa a via de apoptose extrinseca via ativacdo de
caspase 8 (Longley et al, 2003). Porém, o 5-FU apresenta baixa biodisponibilidade, que
pode ter sido também interferida pela administracdo da goniotalamina, o que explicaria o
perfil de atividade do tratamento combinado ser igual ao tratamento somente com a
goniotalamina (Longley ez al, 2003). Essa hipdtese poderd ser mais bem explorada em
estudos mais detalhados, incluindo avaliacdo dos mecanismos de acgao.

Era de se esperar que o Piroxicam fosse ativo nesse modelo, pois durante o
desenvolvimento do tumor de Ehrlich ha também a instalacio de um quadro inflamatério
que auxilia no desenvolvimento tumoral. A liberacdo de prostaglandina E, provavelmente
foi inibida j4 no inicio do experimento, pois o Piroxicam, sendo um AINEs, atua na

inibicdo da ciclooxigenase (COX), enzima que catalisa a sintese de prostaglandinas,
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prostaciclinas e tromboxanos a partir do dcido araquidénico (Rang et al, 2004). A COX-2
estd superexpressa em muitos tipos de cancer, sendo relacionada a mau progndstico. Seus
produtos estdo relacionados a angiogénese e metdstase em diferentes niveis, além de terem
papel na supressio da resposta imune local no ambiente tumoral e na apoptose
(Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

O fato de a goniotalamina inibir a progressao do tumor de Ehrlich, que tem um
componente inflamatério importante para seu desenvolvimento (o que foi comprovado com
a atividade do Piroxicam sobre esse modelo), estimulou a realizacdo de estudos acerca da

atividade da goniotalamina em modelos de inflamacao.

5 — Atividade da goniotalamina em modelos de inflamacdo

O processo inflamatério € caracterizado pela producdo de prostaglandinas,
leucotrienos, histamina, bradicinina, fator ativador de plaquetas e pela liberacao de agentes
quimicos pelo tecido e células migratérias (Mazzon et al, 2011). A compreensiao da agdo
anti-inflamatdria requer conhecimento sobre os mecanismos bdsicos da reacdo inflamatéria.

A reacdo inflamatéria corresponde aos eventos que ocorrem nos tecidos em resposta
a um patdégeno ou substincia nociva, englobando dois componentes: uma resposta inata
ndo-adaptativa e uma resposta imunoldgica especifica. Inicialmente tem-se a resposta inata,
que ¢é disparada com o reconhecimento por macréfagos teciduais de padrdoes moleculares
especificos associados a patégenos ou ao agente nocivo. Essa interacdo leva a producado das
principais citocinas pro-inflamatorias, o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina-1
(IL-1), que vao atuar nas células endoteliais vasculares de vénulas pods-capilares,
promovendo aumento de permeabilidade e exsudacdo de liquidos (eventos vasculares).
Essas citocinas promovem também o aumento da expressdo de moléculas de adesdo na
superficie das células vasculares e de neutréfilos, favorecendo a migracdo celular até o
local da lesdao (eventos celulares). O exsudado € transportado por vasos linfaticos até
ganglios e tecidos linf6éides, onde produtos de microorganismos invasores podem entdao

iniciar uma resposta imune especifica (Rang et al, 2004).
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O aumento de permeabilidade vascular com exsudag¢do de liquido contém os
componentes das cascatas enzimdticas que dao origem aos mediadores da inflamacgdo: a
bradicinina, proveniente do sistema das cininas e os componentes C3a e C5a do sistema
complemento. A bradicinina promove aumento de permeabilidade vascular decorrente de
sua a¢do direta e também por estimular a sintese de outros mediadores inflamatérios. Ja as
fragdes do complemento C3a e C5a estimulam os mastdcitos a liberarem histamina, que
promove a dilatacdo de arteriolas locais. Além desses mediadores, as reacdes antigeno-
anticorpo e a propria lesdo celular promovem estimulos que levam a liberacao de dcido
araquidonico por acdo de fosfolipase A, (PLA;), que serd metabolizado em uma série de
cascatas que levam a sintese de outros mediadores inflamatérios, como os leucotrienos,
prostaglandinas e outras quimiotaxinas, amplificando a resposta inflamatéria (Rang et al,
2004).

Os eventos celulares derivam da atracdo de neutrdfilos até o local da lesdo, por
quimiotaxinas, onde haverd o reconhecimento e fixacdo dessas células aos
microorganismos existentes na regido de inflamacdo e entdo a fagocitose (Rang et al,
2004).

Tendo conhecimento dos mecanismos bésicos da resposta inflamatéria, o estudo da
avaliacdo de atividade anti-inflamatoéria foi realizado inicialmente em modelo de edema de
pata induzido por carragenina, que simula as diversas etapas da reacdo inflamatéria, e

posteriormente em modelos de inflamacao induzida por diferentes mediadores.

5.1 — Edema de pata induzido por Carragenina

O modelo de inflamagdo induzida por carragenina é comumente utilizado para
avaliar o efeito de anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs), sendo util para avaliar a
contribuicdo de mediadores envolvidos nas alteracdes celulares durante o processo
inflamatério (Mazzon et al, 2011). A inflamagdo aguda gerada pela carragenina estd
relacionada com a infiltracio de neutréfilos que produzem radicais livres como o
superoxido e radicais hidroxilas, bem como com a liberacio de outros mediadores

relacionados com estimulo inflamatério (Salvemini et al, 1996).
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Em camundongos esse modelo apresenta duas fases distintas: uma fase inicial, que
se inicia imediatamente apds o in6culo da carragenina e permanece por até 6 horas,
enquanto que a fase tardia tem inicio ap6s 6 horas e produz um pico entre 48 e 72 horas
(Posadas et al, 2004; Nunes et al, 2007). Pode-se dizer ainda que dentro da fase inicial, a
primeira hora é livre de prostaglandinas, sendo caracterizada pela liberagdo de histamina,
serotonina e bradicinina, ndo sendo portanto efetivamente inibida por AINEs (Mazzon et al,
2011). Nessas seis primeiras horas hd a participacdo de serotonina, PLA,, histamina,
cininas, metabdlitos derivados de dcido aracdonico (prostaglandinas e leucotrienos) e 6xido
nitrico (NO), enquanto que os mediadores na fase tardia produzem um edema dependente
da mobilizacdo de neutréfilos, aumento da expressdo de COX-2, diminui¢do da produgdo
de NO, com migracdo de mondcitos e macrogafos (Nunes et al, 2007; Pedernera et al,
2010; Frode et al, 2001).

Na dose de 300 mg/kg a rac-GTN inibiu a primeira fase do processo e manteve o
edema sob controle até o final do experimento. Comparativamente o Piroxicam também
atuou na primeira fase, mas deixa de exercer efeito apds 6 horas de experimento, voltando a
atuar somente no segundo pico do processo, apos 48 horas (Figura 27). A dose de 100
mg/kg produziu modesta redu¢do do edema na primeira fase, atuando de forma mais
expressiva na segunda fase edematogénica. J& a menor dose de rac-GTN (30 mg/kg)
reduziu o edema somente apds 48 horas (Figura 28). Ao final do experimento todos os
tratamentos inibiram significativamente o edema inflamatério em relacdo ao controle
negativo (p>0,05) (Figuras 27 e 28) (Vendramini-Costa et al, 2010).

A inibicdo das fases iniciais da inflamag¢do observada no tratamento onde a
goniotalamina foi administrada na maior dose € interessante, pois os mediadores envolvidos
nessa etapa (bradicinina, histamina, serotonina, PLA;) sdo fundamentais para a manutengao
do quadro inflamatério, sendo intimamente relacionados com o aumento da permeabilidade
vascular e o extravazamento de liquidos para o plasma, processos que contribuem para a
ativacdo da resposta celular e migracao neutrofilicas aos sitios de inflamac¢ao. Uma vez que
exista inibi¢do dessa etapa, todas as outras serdo inibidas por consequéncia. Doses menores

ndo foram capazes de bloquear o efeito agudo desses mediadores, inibindo somente fases
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mais tardias do processo, ou seja, quando a expressao de COX-2 no tecido atinge seu pico

(Nunes et al, 2007).

Figura 27 - Atividade da goniotalamina e do Piroxicam em modelo de edema de pata

induzido por carragenina
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Efeito da rac-GTN sobre o modelo de edema de pata induzido por carragenina, expresso em edema da pata
(mL) por tempo ap6s a indugdo da inflamagdo. Os camundongos foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg),
salina 0,9% + tween 80 ou Piroxicam (20 mg/kg), 30 minutos antes da inoculagdo intraplantar de carragenina
2,5%. O edema de pata foi avaliado em hidropletismémetro 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 24, 48 e 72 horas apos a
indu¢do da inflamagdo. p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferentes do grupo tratado com

veiculo (ANOVA).

A possivel atividade anti-inflamatéria da doxorrubicina (Smg/kg) também foi
avaliada, havendo reducdo do edema inflamatdrio a partir de 24 horas apds a inducio de
inflamacdo (Figura 28), que foi mantido por toda a fase tardia, quando ocorre intensa
mobilizacdo de neutréfilos e envolvimento de leucotrienos, caracterizando a resposta
celular. Provavelmente o tratamento com a doxorrubicina interferiu na
producdo/mobilizacdo de células de defesa, o que corrobora com sua conhecida agao sobre
as células de rdpida proliferacdo, como as medulares, levando a leucopenia. A atividade
apresentada pela doxorrubicina € similar a apresentada por rac-GTN na dose de 30 mg/kg,

sendo que o perfil de atividade apresentado pela goniotalamina € dependente da dose: doses
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elevadas inibem todas as fases inflamatdrias, enquanto que doses mais baixas atuam na fase
tardia do processo inflamatdério, como o quimioterdpico (Vendramini-Costa et al, 2010).
Esse fato também corrobora com o que foi observado no tratamento com rac-GTN na dose

de 30 mg/kg no modelo ascitico de Ehrlich, quando os animais apresentaram leucopenia

(Figura 25).

Figura 28 - Atividade da goniotalamina e da doxorrubicina em modelo de edema de

pata induzido por carragenina
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Efeito da rac-GTN sobre o modelo de edema de pata induzido por carragenina, expresso em edema da pata
(mL) por tempo apds a inducdo da inflamacdo. Os camundongos foram tratados com rac-GTN (30 e 100
mg/kg), salina 0,9% + tween 80 ou doxorrubicina (5 mg/kg), 30 minutos antes da inoculag@o intraplantar de
carragenina 2,5%. O edema de pata foi avaliado em hidropletismdmetro 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 24, 48 e 72 horas
apos a inducgdo da inflamacdo. p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferentes do grupo tratado
com veiculo (ANOVA).

Certos tipos de cancer induzem a formagao de um microambiente inflamatério, que
tem como objetivo contribuir no desenvolvimento do tumor (Walczak, 2011). Como ja
citado, Hanahan & Weinberg (2011), em sua revisdo sobre os hallmarks do cancer,
incluiram a inflamag¢do como um processo facilitador, pois fornece moléculas bioativas tais

como fatores de crescimento e sobrevivéncia, fatores angiogénicos, enzimas que modificam
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a matrix extracelular, entre outros. Em certos casos, a inflamacdo € evidente j& nos
primeiros estdgios da progressdo tumoral, promovendo o desenvolvimento do tumor ou
propiciando as células tumorais a evolucdo génica, visto que a a¢do de células inflamatdrias
pode levar a libera¢do de agentes mutagénicos (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

No microambiente tumoral, as células do sistema imune e as endoteliais sdo
recrutadas a produzir mais mediadores pré-inflamatérios, incluindo eicosandides e fatores
angiogénicos e de crescimento (Wang & Dubois, 2010). Prostaglandinas e leucotrienos siao
promotores tumorais devido ao seu papel na relagdo entre as células tumorais e o estroma,
estabelecendo um microambiente que facilita a angiogénese e impede o ataque do sistema
imune. Além disso, modulam a proliferacdo, diferenciacdo tumoral, apoptose e interferem
na migracao e invasividade das células tumorais (Wang & Dubois, 2010).

Tumores so6lidos estdo entre as principais causas de morte nos paises ocidentais e
sua incidéncia cresce a cada ano. Embora o prognéstico desses pacientes tenha evoluido na
ultima década em virtude do diagndstico precoce e das terapias antitumorais, existe ainda a
necessidade de novos tratamentos (de Groot et al, 2007). Portanto, a inibicdo das fases
inicial e tardia do processo inflamatdrio pela goniotalamina pode contribuir como adjuvante
ao tratamento quimioterapico.

A fim de melhor investigar a atividade anti-inflamatdria da goniotalamina, sua
atividade sobre os mediadores que atuam nas diferentes fases do processo inflamatério foi
avaliada. Para tanto foi selecionada a dose de 300 mg/kg, que foi ativa em todas as fases

inflamatorias produzidas pela carragenina.

5.2 — Edema de pata induzido por Fosfolipase A,

A fosfolipase A, (PLA;) produziu edema inflamatério verificado ja na primeira
avaliac@o (15 minutos), havendo um pico inflamatério aos 30 minutos, que a seguir passou
a diminuir (Figura 29). A atividade anti-edematogénica de rac-GTN foi verificada ja na
primeira avaliagdo, quando houve inibicdo de 44,0+26,2%. O pico inflamatério foi
reduzido em 65,0+11,1%, sendo que nas avaliagdes subseqiientes (60 e 90 minutos) a

inibicao foi de 48,3+16,7% e 53,3+22,9% respectivamente (p<0,05). De forma interessante,
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rac-GTN apresentou perfil de atividade semelhante a dexametasona, que reduziu o edema
inflamatério em 46,2428,0% apds 15 minutos, em 70,8+18,1% na segunda avaliacdo (30
minutos) e em 51,7424,1% e 49,6+30,7% apés 60 e 90 minutos da indugdo,

respectivamente (p<0,05).

Figura 29 - Atividade da goniotalamina em modelo de edema de pata induzido

por Fosfolipase A,
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Efeito de rac-GTN sobre o edema de pata induzido por fosfolipase A, de veneno de Naja naja, expresso como
volume de edema (mL) por minuto apds a indugdo de inflamag@o. Os animais foram tratados com rac-GTN
(300 mg/kg), salina 0,9% + tween 80 ou dexametasona (1 mg/kg), 30 minutos antes do in6culo intraplantar de
fosfolipase A,, 5 pg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismémetro 15, 30, 60, 90 e 120
minutos apés a indugdo de inflamagdo. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferente do

grupo tratado com veiculo (ANOVA).

A fosfolipase A, (PLA;) hidrolisa glicerolipidios de membrana na posi¢do sn-2, o
que é seguido de uma liberacdo de &acidos graxos e lisofosfolipidios. A PLA; é entdo
translocada do citosol para a membrana perinuclear, processo dependente de Ca** e da
ativacdo por fosforilacio dependente de quinases ativadas por mitégenos, quando entio
hidrolisa preferencialmente fosfolipidios que contém &cido aracdonico (AA). O éacido

aracdonico serd utilizado nas cascatas enzimdticas de ciclooxigenases (COX) e
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lipooxigenases (LOX) para produzir eicosanodides, incluindo prostaglandinas e leucotrienos.
Estes fatores atuam promovendo vasodilatacio e aumento da permeabilidade vascular, o
que culmina no extravasamento de liquidos e na formag¢ao do exsudado inflamatério. Além
disso, o dcido aracddnico participa também da sintese de quimiocinas, que atraem a
migragdo de leucdcitos para o local da inflamacdo (Rang et al, 2004; Tai et al, 2010; Wang
& Dubois, 2010; Murakami et al, 2011).

Os glicocorticéides, como a dexametasona, interagem com receptores
intranucleares, ativando a expressdo de genes para a lipocortina, que sequestra o substrato
fosfolipidico ou inibe diretamente a acdo da PLA, ndo havendo, portanto, a hidrélise de
fosfolipidios de membrana e a disponibilizacdo de aracdonato. O resultado final desta acdo
€ a inibicdo da liberacdo de eicosandides, PAF (fator de agregacdo plaquetdria) e histamina,
além de inibicdo da expressdo de genes para diversas proteinas inflamatdrias, como
citocinas, fatores de adesdo celular, COX-2, iNOS, havendo também diminuicdo da
concentracdo plasmdtica de componentes do sistema complemento (Rang er al, 2004;
Barnes, 2010; Faical & Uehara, 1998).

A atividade apresentada pela goniotalamina nesse modelo foi semelhante a
apresentada pela dexametasona, sugerindo uma acdo sobre a PLA, ou sobre enzimas
especificas da cascata de formacdo de eicosandides. Tal atividade seria interessante, pois 0s
produtos da cascata da PLA; (a prostaglandina, por exemplo) sdo fatores de crescimento
tumoral (Stewart & Gera, 2006). Além disso, outros estudos indicam que a cPLA;
(Fosfolipase A, citosdlica) atua na promocao tumoral, contribuindo com a sobrevivéncia de
células endoteliais, crescimento, migracdo e formacdo de novos vasos. Tais acdes foram
comprovadas em células deficientes em PLA, e também em células que receberam
tratamentos com seus inibidores, havendo deficiéncias no processo angiogénico (Tosato et
al, 2010).

Outro ponto onde poderia haver acdo da goniotalamina é na inducdo da cPLA;:
TNFa, IL-1 e NF-xkB podem induzir a liberacdo de cPLA; (Sundarraj et al, 2012). TNFa e
IL-1 sdo citocinas pro-inflamatdrias, moléculas sinalizadoras que possuem papel
fundamental na resposta inflamatéria e imune, através da modulacdo de diversas fungdes

celulares, sendo secretadas em resposta a injdrias produzidas por carcinégenos, infec¢des e
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inflamacdo (Mazzon et al, 2011). Essas citocinas, na maioria das vezes, ativam o fator de
transcrigdo NF-xB, que regula a transcricdo de uma série de fatores pré-inflamatorios e
tumorais, dentre eles a PLA,, favorecendo a carcinogénese. A modulacdo de fatores
envolvidos nas vias dessas citocinas ou na cascata do NF-kB poderia levar a inibi¢ao da
atividade da PLA,, o que estaria coerente com a inibi¢do apresentada pela maior dose de
goniotalamina no modelo de inflamacdo induzida por carragenina, quando houve inibicao
do edema jid na primeira hora. Sabe-se que o TNFa estd intimamente relacionado aos
processos de quimioatracdo, adesdo e migracao de neutrofilos: inibindo-se sua atividade, a

fase celular da inflamacao estard comprometida (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

5.3 — Edema de pata induzido pelo composto 48/80 (liberacdo de histamina e

serotonina)

O composto 48/80 € uma substincia polibédsica constituida de uma mistura de
polimeros de baixo peso molecular. Age induzindo uma répida liberacdo de serotonina e
principalmente histamina pelos mastdcitos localizados no tecido, sendo que essa liberacao
ocorre dentro de minutos apds o estimulo. O estimulo dos mastdcitos leva ainda a liberacao
de outros mediadores, como os metabdlitos do acido aracddnico (prostaglandinas e
leucotrienos), citocinas e quimiocinas, que sdo liberadas mais tardiamente (Penissi et al,
2009).

O composto 48/80 produziu um pico inflamatério apdés 15 minutos da
administracdo, o qual reduziu em 53,5% na avaliagdo de trinta minutos, seguindo-se um
aumento e manutencdo deste nas avaliacOes subsequentes (Figura 30). O controle positivo
(ciproheptadina) apresentou atividade até uma hora apds a inje¢do de 48/80 inibindo em
67,4£17,8% o edema apds quinze minutos de inducao e em 59,1+40,9% e 77,4429,2% apds
trinta e sessenta minutos da inducgao, respectivamente (p<0,05).

A goniotalamina inibiu a formagdo do pico inflamatério (34,9+21,0%),
proporcionando uma diminui¢do gradativa do edema inflamatério até a avaliagdo de

noventa minutos (36,0£16,9%), quando o volume de edema volta a aumentar, porém ainda
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sendo estatisticamente menor que o volume apresentado pelo controle negativo

(43,6+31,0%), p<0,05.

Figura 30 - Atividade da goniotalamina em modelo de edema de pata induzido

pelo composto 48/80 (liberacao de serotonina e histamina)
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Efeito de rac-GTN sobre o edema de pata induzido por histamina e serotonina, expresso como volume de
edema (mL) por minuto ap6s a indugdo de inflamagdo. Os animais foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg),
salina 0,9% + tween 80 ou ciproheptadina (4 mg/kg), 30 minutos antes do inéculo intraplantar do composto
48/80 (histamina/serotonina), 10 pg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismometro 15, 30,
60, 90 e 120 minutos apds a inducdo de inflamagdo. * p<0,05 e ** p<0,01 estatisticamente diferente do grupo

tratado com veiculo (ANOVA).

A histamina é uma amina bdsica formada a partir da histidina pela histidina-
descarboxilase, sendo liberada por basdfilos e principalmente por mastécitos durante
reacOes inflamatorias e alérgicas. Componentes do sistema complemento C3a e C5a
presentes no exsudado inflamatério interagem com receptores especificos na superficie
celular, estimulando a liberacdo de histamina, que também pode ocorrer por estimulo

proveniente da interagdo de antigeno com anticorpos IgE fixados as células. Esse mediador
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ird entdo promover a dilatacdo de arteriolas e vénulas pds-capilares, havendo aumento de
permeabilidade vascular (Rang et al, 2004).

A atividade apresentada pela goniotalamina ndo foi tdo eficiente quanto a da
ciproheptadina (antagonista dos receptores H; e 5-HT4), sugerindo uma acdo independente
de receptores. A molécula poderia atuar sobre os mastdcitos inibindo a liberagdo de
histamina e serotononina, que sdo indutores das fases subsequentes da inflamac¢do, o que
com os resultados observados, estudos apontam que lactonas a,B-insaturadas, como a
goniotalamina, podem inibir a degranulagdo de mastocitos (Penissi et al, 2009).

Outra possibilidade seria uma acdo sobre a permeabilidade vascular ou mediadores
produzidos a partir desse processo, como a bradicinina por exemplo. Além disso, sabe-se
que a cinase multifuncional Akt, mais especificamente a Akt 1, tem papel importante no
extravasamento vascular induzido pela histamina, exercendo controle na magnitude desse
processo, de forma que inibi¢do dessa cinase leva a diminui¢do da permeabilidade vascular
e da migracdo de leucdcitos (Di Lorenzo et al, 2009). A via PI3K-Akt estd também
envolvida nos processos de sobrevivéncia, sinalizando para a inibicdo de apoptose,
podendo ser outra possibilidade para a acdo da goniotalamina, que poderia atuar regulando

esse processo, como ja discutido no item sobre atividade estrogénica (Li et al, 2003).

5.4 — Edema de pata induzido por Bradicinina

A bradicinina produziu um pico inflamatério maximo apds 15 minutos, seguido por
diminui¢do progressiva do edema (Figura 31). A goniotalamina inibiu a formacdo de
edema, chegando a inibicdo maxima de 87,9+12,9% nos primeiros quinze minutos e
mantendo essa atividade mesmo apds o término de estimulo pela bradicinina (p<0,05). A
fim de se avaliar o perfil de atividade de um corticide nesse modelo, utilizou-se a
dexametasona (Sigma®), que ndo foi capaz de inibir a formacdo de edema induzida por

bradicinina em nenhum periodo (Figura 31).
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Figura 31 - Atividade da goniotalamina em modelo de edema de pata induzido

por Bradicinina
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Efeito de rac-GTN sobre o edema de pata induzido por bradicinina, expresso como volume de edema (mL)
por minuto apds a indugdo de inflamagdo. Os animais foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg), salina 0,9%
+ tween 80 ou dexametasona (1 mg/kg), 30 minutos antes do indculo intraplantar de bradicinina, 50
pg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismometro 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a
inducdo de inflamagdo. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferente do grupo tratado com

veiculo (ANOVA).

A bradicinina é um peptidio vaso ativo formado pela acdo de enzimas sobre
substratos protéicos denominados cininogénios. Foi reportada pela primeira vez por Rocha
e Silva, em 1949, como um fator hipotensivo, liberado quando hd mistura de plasma
sanguineo humano com veneno de Bothrops jararaca ou tripsina. A formacdo de
bradicinina no cendrio inflamatério ocorre a partir do aumento de permeabilidade vascular,
que leva ao extravasamento de plasma (Brown & Roberts, 2001). Nesse exsudado estdo
presentes a pré-calicreina (precursor inativo da enzima proteolitica calicreina), o fator de
Hageman (fator XII da seqiiéncia de coagulacdo sanguinea e ativador fisiologico da
ativacdo da calicreina), cininogé€nios de alto e baixo peso molecular, entre outros fatores.

Em contato com superficies de carga negativa, o fator de Hageman é ativado e sua
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interacdo com a pré-calicreina a converte em sua forma ativa, promovendo entdo a
formacdo de cininas, dentre elas a bradicinina, a partir de cininogénios (Rang et al, 2004).

Existem dois receptores para bradicinina: B; e B,. O primeiro estd ausente na
maioria dos tecidos, sendo induzido por citocinas, principalmente a IL-1, em condicdes de
inflamacdo e respondendo somente a metabdlitos de bradicinina e ndo a ela propriamente.
Ja o receptor B, estd presente constitutivamente, sendo ativado pela bradicinina, mas ndo
por seus metabdlitos (Campos & Calixto, 1995; Rang et al, 2004; Campanholle et al,
2010).

Os receptores de cininas sdo acoplados a proteina G, levando a ativagdo de
fosfolipase C, com consequente producdo de segundos mensageiros, tais como PI3K, DAG
e cdlcio. Tais segundos mensageiros vao sinalizar para diversas vias intracelulares, através
da ativacdo de proteinas cinases C, MAPKs, transativacdo do receptor EGFR, PLA,, que
sdo vias envolvidas em proliferacdo, aumento de permeabilidade vascular e producdo de
mediadores inflamatérios (Roberts, 1989). A acdo da bradicinina na inflamacdo se da
através do aumento de permeabilidade vascular, vasodilatagdo, liberagdo de NO e
modulacdo da producdo de prostaglandinas e histamina, sendo também um potente agente
produtor de dor, por estimular terminagdes nervosas para essa via (Costa et al, 2006;
Oliveira et al, 2010). Além disso, diversos estudos apontam para a relacao de bradicinina e
desenvolvimento tumoral, havendo aumento de expressdo de seus receptores em alguns
tipos de tumor (Stewart et al, 2005; Stewart & Gera, 2000).

Sendo assim, a atividade apresentada pela goniotalamina nesse modelo pode ser
decorrente da sua interacdo com os receptores desse peptideo ou da sua atuagio em cascatas
subsequentes, inibindo diretamente a sintese de outros mediadores, como o NO ou os
metabolitos derivados do 4cido aracdonico, que podem ser produzidos sob estimulo da
bradicinina. Diferentemente do ocorrido no modelo de edema de pata induzido por
fosfolipase A, quando a goniotalamina atuou de forma semelhante ao corticdide, nesse
modelo sua atividade foi distinta, sugerindo mecanismo de agdo diferente do produzido
pelo corticoide frente a bradicinina. Sabe-se que a dexametasona ndo atua sobre receptores

B, de bradicinina, ponto onde a goniotalamina poderia estar atuando (Costa & Calixto,
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1995). Estudos utilizando antagonistas especificos dos receptores de bradicinina (HOE140,

por exemplo) contribuirdo para elucidar esse possivel mecanismo de acao.

5.5 — Edema de pata induzido por PGE,

A PGE; produziu um pico inflamatério observado apés 15 minutos, com diminui¢ao
subsequente (Figura 32). A atividade anti-edematogénica de rac-GTN foi verificada desde
a primeira avaliagdo, quando houve inibicio do pico inflamatério em 25,0+18,9%. A
inibicdo méxima foi observada apés 30 minutos da inducdo (53,3+16,3%), sendo que nas
avaliagdes subsequentes (45, 60 e 90 minutos) rac-GTN perde sua atividade, mantendo o
edema nos niveis do controle negativo (p<0,05). Ja o piroxicam inibiu a formag¢do do pico
inflamatério em 46,9+24,8%, reduzindo gradativamente o edema at€é que este fosse

completamente inibido 45 minutos apds a inducdo.

Figura 32 - Atividade da goniotalamina em edema de pata induzido por PGE;
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Efeito de rac-GTN sobre o edema de pata induzido por prostaglandina E,, expresso como volume de edema
(mL) por minuto apds a inducdo de inflamag@o. Os animais foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg), salina
0,9% + tween 80 ou piroxicam (20 mg/kg), 30 minutos antes do inéculo intraplantar de prostaglandina E,, 1
pg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismometro 15, 30, 60 e 90 minutos apds a indugao
de inflamacdo. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferente do grupo tratado com veiculo

(ANOVA).
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O piroxicam € um anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE), classe de anti-
inflamatérios que sdo inibidores especificos da enzima ciclo-oxigenase (COX). Estas
enzimas transformam o 4cido aracdonico em prostandides (prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos) (Bertagnolli et al, 2008). Portanto, espera-se que inibidores especificos de
COX apresentem maior poténcia nesse modelo, ainda que o piroxicam atue mais sobre a
isoforma constitutiva COX-1 do que sobre a isoforma induzida COX-2 (Carvalho et al,
2004). A acdo da goniotalamina sobre o edema induzido por PGE; foi menos potente que a
apresentada pelo piroxicam, podendo ser um indicio de ag¢do ndo especifica sobre ciclo-
oxigenases, atividade indireta no feedback positivo que a PGE, promove sobre a produgao
de COX-2 ou ainda sobre as a¢des desencadeadas por esse prostandide. De fato, quando se
analisa sua ac@o sobre os outros mediadores ja estudados (PLA,, histamina/serotonina,
bradicinina), pode-se observar que a goniotalamina apresenta maior atividade sobre todos
os outros modelos, indicando uma ag¢do em mediadores muito iniciais no processo
inflamatério ou sobre fatores comuns a todos esse processos, como os associados a

vasodilatacao e/ou migragdo de neutréfilos, por exemplo.

5.6 — Contorgao abdominal induzida por dcido acético

Considerando que o processo inflamatdrio gera dor, a atividade da rac-GTN fo1
avaliada em modelo de contor¢do abdominal induzida por 4cido acético. Esse modelo é
amplamente utilizado em triagens para compostos com atividades analgésicas ou anti-
inflamatdrias, por produzir uma resposta inflamatéria associada a dor (Spindola et al,
2012).

A administracdo intraperitonial de solucdo de acido acético 0,8% induziu dor
inflamatoria, traduzida pelo nimero de contor¢des abdominais registradas por 15 minutos
ap6s o estimulo (Figura 33). Nos animais tratados com goniotalamina houve diminui¢ao
dose-dependente do efeito produzido pelo 4cido acético, sendo que as doses de 10 e 30
mg/kg inibiram em 21,36% e 29,13% o numero de contor¢des, sem diferencas estatisticas
do controle negativo. J4 as doses de 100 e 300 mg/kg inibiram em 67,0% e 100%,

estatisticamente diferentes do grupo controle negativo.
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Figura 33 - Atividade da goniotalamina em modelo de contor¢ao abdominal

induzida por acido acético
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Efeito de rac-GTN sobre a dor inflamatéria induzida por acido acético 0,8%, traduzida pelo nimero de
contor¢des abdominais em 15 minutos. Os animais foram tratados com rac-GTN (10, 30, 100 e 300 mg/kg,
i.p.) ou salina 0,9% + tween 80, 30 minutos antes da administrag¢@o intraperitonial de solucéo de 4cido acético

a0,8%. * p<0,05 e ** p<0,01, estatisticamente diferentes do grupo tratado com veiculo (ANOVA).

O estimulo produzido pelo 4cido acético causa nocicep¢do por um mecanismo que
envolve eicosandides e aminas simpatomiméticas, que também estdo envolvidas na
hiperalgesia induzida por estimulos inflamatérios, como os da carragenina e
lipopolissacarideo. Além disso, a liberagdo de prostaglandinas e aminas simpatomiméticas
¢ secunddria a liberacdo de citocinas pré-inflamatoérias, tais como TNFa, IL-1p e IL-8, o
que demonstra a relacdo entre as vias inflamatdrias e nociceptivas (Ribeiro et al, 2000). O
acido acético atua indiretamente, induzindo a libera¢do desses mediadores endégenos que
estimulam os neurdnios nociceptivos via receptores presentes ao redor de pequenos vasos,
que entdo sinalizam para o SNC (Spindola et al, 2012).

Dessa forma, esperava-se alguma atividade da goniotalamina nesse modelo,

reforcando novamente sua atividade anti-inflamatéria. A inibicdo de 100% do estimulo pela
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maior dose utilizada pode indicar uma a¢do direta sobre o SNC, antagonizando os efeitos
simpatomiméticos, por exemplo. Para tanto, outros estudos devem ser realizados, em

modelos que permitam analisar os efeitos sobre o SNC.

5.7 — Nocicepgdo induzida pela Formalina

Com o objetivo de investigar a acdo da goniotalamina sobre a dor neurogé€nica e
inflamatoéria, sua atividade foi avaliada no modelo de dor induzida por formalina. A dor
neurogénica € causada pela ativacdo direta dos terminais nervosos nociceptivos, enquanto
que a dor inflamatéria € mediada pela combinacao de estimulo periférico e sensibilizagdao
da medula espinhal (Spindola ef al, 2012). A formalina produz aumento significativo de
mediadores relacionados tanto com as vias neurogé€nicas (aminodcidos, cininas) quanto
com as vias inflamatdrias (prostaglandinas, leucotrienos), permitindo diferenciar a atuagdo
nas duas vias que conduzem a nocicepcao (Santos et al, 2005).

O comportamento dlgico provocado pela formalina € bifdsico: uma fase aguda
inicial (0-5 min, dor neurogénica) seguida de uma fase tonica, mais prolongada (25-40 min,
dor inflamatodria). A goniotalamina em sua maior dose inibiu ambas as fases, demonstrando
uma possivel acdo sobre o SNC (Figura 34). Porém, sua acdo foi mais intensa na segunda
fase, a fase de dor inflamatoria, quando houve inibicdo de 60,36%. Nessa segunda fase a
dose de 100 mg/kg também produziu efeito, com inibi¢do de 52,82%. Esses resultados

sugerem que sua acdo € mais intensa sobre a liberacdo de mediadores envolvidos com

inflamacdo, tais como prostaglandinas e leucotrienos (Santos et al, 2005)

101



Figura 34 - Atividade da goniotalamina em modelo de nocicepc¢ao induzida por
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Efeito de rac-GTN sobre a dor neurogénica e inflamatéria induzida por formalina 1,2%, traduzida pelo tempo

dispendido pelo animal lambendo ou mordendo a pata, em duas fases: a primeira nos primeiros 5 minutos

ap6s o estimulo e a segunda no periodo de 25-40 minutos apds o estimulo. Os animais foram tratados com

rac-GTN (50, 100 e 150 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9% + tween 80, 30 minutos antes da administragdo

intraperitonial de solucdo de formalina 1,2%

veiculo (ANOVA).
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Observacoes gerais acerca da atividade anti-inflamatéria da goniotalamina

A goniotalamina reduziu o processo inflamatdério em todos os modelos estudados.
Inibiu o edema inflamatério produzido pela carragenina em todas as fases, sugerindo uma
acdo no inicio do processo inflamatério, com mecanismos que podem ter levado a inibi¢ao
de toda a cascata inflamatéria subsequente, ou entdo apresentando multiplos mecanismos,
atuando em diferentes etapas da inflamacgdao. O edema induzido por histamina foi inibido
pela molécula, o que sugere um mecanismo de inibi¢do da liberacdao de histamina, porém
independente dos receptores, ja que seu perfil de atividade diferiu do perfil apresentado
pela ciproheptadina, antagonista especifico de receptores H; e 5-HT;s. Bloqueando-se a
liberacdo de histamina, inibe-se também a disponibilizacdo de 4cido aracddnico, o que leva
a reducdo da sintese de eicosandides, PAF e quimiocinas. Porém, o edema induzido por
bradicinina foi também inibido pela goniotalamina, o que sugere uma a¢do concomitante a
liberacdo de histamina, pois se sabe que a bradicinina é formada a partir de precursores
presentes no exsudado inflamatério liberado logo apds o estimulo inflamatério, sendo
entdo, juntamente com a histamina, um dos primeiros mediadores inflamatdrios a agirem na
cascata inflamatoria. Inibindo-se a liberacao de bradicinina, inibe-se um dos estimulos para
formacdo de eicosandides, por inibi¢do da acdo da fosfolipase A,. Por outro lado, o edema
estimulado por esse mediador também foi inibido pela goniotalamina, de maneira
semelhante ao corticdide dexametasona, que age especificamente nessa via inflamatoria,
porém sua acdo sobre a bradicinina € distinta da do corticoide, que sabidamente ndo atua
sobre receptores B, de bradicinina, indicando um mecanismo de acdo distinto. A agdo
apresentada no edema induzido por PGE; indica atuac¢do no feedback positivo estimulado
por este prostandide: a presenca de PGE; no tecido leva ao aumento de permeabilidade
vascular, que ativard a liberagcdo de outros mediadores inflamatdrios, tais como a histamina
e a bradicinina, que entdo sinalizardo para a produ¢do de mais prostaglandinas e
leucotrienos. Inibindo-se a liberagdo de bradicinina ou histamina inibe-se também a
formacdo de prostandides. A ag@o da goniotalamina sobre a dor inflamatéria induzida por

acido acético € confirmada no modelo de nocicep¢do induzida por formalina, quando ha
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maior poténcia na segunda fase do experimento, que conta com a liberacdo de mediadores

inflamatorios.

Relacdo cancer-inflamagao

Haveria um [link entre a atividade antitumoral e anti-inflamatéria produzida pela
goniotalamina? Nessa interrelacdo inflamagdes cronicas podem favorecer o
desenvolvimento tumoral e o tumor pode favorecer o surgimento de uma resposta
inflamatéria. O ambiente tumoral € sustentado por células acessodrias, dentre elas muitas
células envolvidas no processo inflamatorio. Dessa forma, a atividade sobre o esse processo
pode ser um alvo terapéutico no tratamento dos diferentes tipos de cincer e nesse sentido a
goniotalamina apresenta grande potencial.

O interesse na relacdo cancer-inflamacdo surgiu a medida que a bibliografia acerca
da biologia tumoral mudou de perfil, pois antes os trabalhos tratavam muito mais das
caracteristicas da célula tumoral. Porém, com o tempo ficou claro que os tumores nao
poderiam ser delineados e entendidos somente a partir das células e seus genes e
gradualmente o cancer foi sendo considerado uma doenca de tecidos, de comunicagdes e
circuitos, onde células mutadas, que se expandem clonicamente, carregam vantagens e
coordenam seu ambiente através de sinais e conexdes, liga e desliga, num circuito orientado
para a expansao e sobrevivéncia que depende amplamente do suporte de células acessorias
(Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

Aliado a isso estd o fato de que cerca de 25% dos tumores sdo provenientes de
inflamacdes cronicas (Schetter er al, 2010). Inflamagdes cronicas estdo relacionadas com
diversas patologias, tais como doengas cardiovasculares, diabetes, artrite reumatdide,
Alzheimer, doencas pulmonares, desordens autoimunes e cancer (Aggarwal et al, 2006).
Quando cronica, a inflamacao leva a remodelacdo tecidual excessiva, perda da arquitetura
tecidual e a modificagdes no DNA e proteinas, como consequéncia do stress oxidativo
provocado pelos mediadores liberados, o que aumenta os riscos para o desenvolvimento de

cancer (Visser et al, 20006).
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Dentre os tipos de cancer mais influenciados pelo ambiente inflamatério estd o
cancer coloretal (CCR). As doencgas inflamatdrias intestinais constituem os maiores fatores
de risco para o desenvolvimento desse tipo de cancer, sendo elas a retocolite ulcerativa
cronica e a doenca de Crohn, as quais compartilham diversas caracteristicas inflamatdrias
incluindo ativacdo imune, infiltracdo leucocitdria nos tecidos e aumento da densidade
vascular (Cromer et al, 2011).

Grande parte do progresso recente no entendimento da imunidade da mucosa
intestinal e da patofisiologia do intestino foi alcancada gracas ao desenvolvimento de novos
modelos animais de inflamacdo intestinal, que sdo divididos em cinco categorias: (i)
modelos de knockout génico; (ii) modelos envolvendo camundongos e ratos transgénicos;
(i11)) modelos de colite espontinea; (iv) modelos de colite induzida e (v) modelos de
transferéncia em animais imunodeficientes (Jurjus et al, 2004).

A administracdo do 4cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) por via intra-retal,
modelo de inflamacdo induzida, € considerado o mais adequado para o estudo dos efeitos
de novos compostos sobre a doenca inflamatoria intestinal, pois € a técnica que melhor
simula o que ocorre em caso de doenga inflamatoria intestinal em humanos (Jurjus et al.,
2004)

Tendo isso em vista, pensamos em avaliar a atividade da goniotalamina em modelos
de colite, devido a importancia desse tipo de inflamagdo no processo de carcinogénese que
leva ao CCR. A Divisdo de Farmacologia e Toxicologia — CPQBA — Unicamp mantém
uma colaborac¢do com alguns grupos da Espanha e Portugal, a rede CIBEP, dentre eles o
grupo coordenado pela prof. Dra. Virginia Motilva, Faculdade de Farmicia da
Universidade de Sevilla, que desenvolve modelos de colite induzida e espontanea. Dessa
forma, realizei um estidgio de seis meses (setembro de 2010 a fevereiro de 2011) no
Departamento de Farmacologia da Faculdade de Farmacia, Universidade de Sevilla, onde
foram desenvolvidos os modelos de colite induzida por TNBS e colite espontdnea em

animais knockouts para a interleucina-10.
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5.8 - Colite aguda e subaguda induzida por TNBS

- Colite subaguda induzida por TNBS

As andlises de dano macroscopico do célon revelaram que a atividade apresentada
pela goniotalamina foi dose dependente, sendo que o grupo que recebeu menor dose niao
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo, a dose de 30 mg/kg - via
i.p. inibiu em 23%, a maior dose inibiu 55% e o tratamento com a dose de 30 mg/kg, via

oral, inibiu em 28% o dano macroscopico do tecido (Figura 35).

Figura 35 - Dano macroscopico nos célons expostos ao TNBS, apds tratamento

com goniotalamina
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Area de dano macroscépico, em cm?, decorrente da inducio de colite por TNBS, 10 mg/kg, apés tratamentos
com rac-GTN nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, via i.p. e 30 mg/kg, via oral.* p<0,05, ** p<0,01 e ***

p<0,001 estatisticamente diferente do grupo tratado com veiculo (ANOVA).

O TNBS age por acoplamento dos grupos trinitrofenil as proteinas endégenas na
lamina prépria, levando a uma resposta imune local. As proteinas sdo processadas e
apresentadas as células T por células apresentadoras de antigeno, havendo também secrecao

excessiva de IL-12 e descontrole na resposta Thl pelas células T. Em consequéncia dessa
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resposta, hd producdo de citocinas pré-inflamatdrias, principalmente interferon-y, que
estimula os macrdéfagos a produzirem citocinas pré-inflamatérias adicionais, como TNFa,
IL-1B e IL-6 (Strober et al, 1998). As citocinas relacionadas a resposta Thl induzem a
producdo de moléculas de adesao e outros mediadores inflamatérios que atraem neutréfilos,
promovendo sua aderéncia as células endoteliais vasculares (Talero et al, 2008). Ha entdo
um dano severo, decorrente da migracdo de granuldcitos e macréfagos, além de intensa
necrose local, levando também ao aumento de permeabilidade (Quaglio, 2011).

A goniotalamina diminuiu a 4drea de dano macroscopico de maneira dose
dependente, indicando acdo sobre fatores que levam a permeabilidade vascular e/ou
formacdo da necrose local, provavelmente por reduc¢do de citocinas pré-inflamatérias ou
sobre a migracdo de granuldcitos e macréfagos para o sitio inflamatorio, resultados que
corroboram com a diminui¢do do edema inflamatério induzido por diferentes mediadores.
A fim de avaliar a ac@o sobre a ativacdo de neutréfilos e consequente migragcdo, os niveis
da enzima mieloperoxidase foram avaliados de acordo com Grisham et al (1999) (Figura
36).

Figura 36 - Atividade da goniotalamina sobre a ativacao e migracao de
neutrofilos, avaliada através dos niveis de MPO
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Tratamentos
Atividade da goniotalamina sobre a ativagdo e migragdo de neutréfilos, traduzida a partir da D.O (densidade
optica) dos niveis da enzima mieloperoxidase por grama de célon obtido dos diferentes grupos experimentais.
Satélite: animal sem colite nem tratamento. *** p<0,001 estatisticamente diferente do grupo tratado com

veiculo (ANOVA).
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A enzima mieloperoxidase é encontrada predominantemente nos granulos azuréfilos
dos neutréfilos, sendo um marcador bioquimico que caracteriza a ativagdo desse tipo
celular, com consequente migracdo para o sitio inflamatério e aumento de inflamagdo
(Winterbourn & Brennan, 1997).

Pode-se observar que os tratamentos realizados por via i.p., mesmo os que levaram a
redu¢do do dano macroscépico no tecido, como € o caso das doses de 30 e 100 mg/kg, ndo
impediram a ativacdo e consequente migracdo dos neutréfilos, caracterizando uma
atividade anti-inflamatéria posterior a esse evento, podendo ser inibicdo da producdo de
citocinas pré-inflamatdrias, por exemplo. Ja o tratamento oral com a dose de 30 mg/kg
inibiu em 29% a detec¢do da enzima, apresentando atividade sobre a ativacdo de
neutrdfilos. Dessa forma, pode-se inferir que provavelmente algum metabdlito decorrente
da metabolizacdo da goniotalamina administrada pela via oral iniba a ativagdo e/ou
migracao de neutrofilos.

Como houve atividade da goniotalamina no modelo de colite subaguda, partiu-se
para o modelo agudo, que consiste em maior dose de TNBS (30 mg/kg em 0,25 mL/animal)

e tempo maior de experimento (14-21 dias) (Morris et al, 1989).

- Colite aguda induzida por TNBS

Os animais foram tratados com rac-GTN nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, via oral
(Figura 37). A via oral foi escolhida por ter apresentado o melhor perfil de atividade no
modelo subagudo, inibindo o dano macroscépico com dose intermedidria de 30 mg/kg e
reduzindo a ativagdo e migracdo de neutrofilos.

No modelo de colite aguda, com administracio de maior concentracio de TNBS,
apenas o tratamento com a dose maior de goniotalamina apresentou atividade, inibindo em
35% a area de dano macroscépico. Porém, quando se observa a acdo da goniotalamina
sobre a mieloperoxidase (Figura 38), todas as doses inibiram a ativa¢do de neutrdfilos, o
que significa que ha atividade anti-inflamatéria, mas que talvez o tempo de experimento
ndo tenha sido suficiente para que a atividade sobre a drea de dano macroscépico fosse

significativa em relag¢@o ao controle negativo, havendo apenas uma tendéncia.
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Figura 37 - Dano macroscépico nos célons expostos ao TNBS, apés tratamento

com goniotalamina
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Area de dano macroscépico, em cm?, decorrente da indugio de colite por TNBS, 10 mg/kg, apés tratamentos

com rac-GTN nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, via oral. * p<0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado

com veiculo (ANOVA).

Figura 38 - Atividade da goniotalamina sobre a ativacao e migraciao de

neutrofilos, avaliada através dos niveis de MPO
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Atividade da rac-GTN sobre a ativacdo e migracdo de neutréfilos, traduzida a partir da D.O (densidade

optica) dos niveis da enzima mieloperoxidase por grama de célon obtido dos diferentes grupos experimentais.

* p<0,05, *** p<0,001 estatisticamente diferente do grupo tratado com veiculo (ANOVA).
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Espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas no desenvolvimento de injurias
teciduais em pacientes com IBD; o efeito anti-inflamatério dos corticdides no tratamento
das IBDs € atribuido em parte a reducdo da infiltracdo leucocitaria ao sitio inflamado,
amenizando assim o insulto oxidativo (Witaicenis et al, 2012). Dessa forma, o efeito
inibitério da goniotalamina sobre a ativagdo e migracdo leucocitdria tem impacto
importante sobre o desenvolvimento da injuria tecidual, diminuindo o dano causado pelo
TNBS.

O modelo de colite aguda induzida por TNBS € um modelo desenvolvido em 14-21
dias (Talero et al, 2008), porém nesse caso apenas 35% dos animais do grupo controle
negativo sobreviveram até o 10° dia, o que nos levou a interrup¢do do teste antes que os
animais desse grupo controle fossem perdidos e nenhuma anélise pudesse ser realizada. O
fato de esses animais terem morrido pode ser devido a um lote de TNBS que ndo tivesse
sido devidamente liofilizado, tornando-se mais agressivo aos animais. Independente do
motivo de nesse experimento a inducdo de colite ter sido mais agressiva, nos grupos
tratados com goniotalamina a ocorréncia de 6bitos foi menor que no controle negativo,
indicando diminui¢do da agressividade e letalidade da colite (Figura 39).

Ao final do experimento, no grupo controle negativo havia apenas 5 animais vivos
dos 14 que iniciaram o experimento (probabilidade de sobrevivéncia de 35%). Porém, nos
grupos tratados com rac-GTN, doses de 10 e 30 mg/kg havia 8 animais (probabilidade de
sobrevivéncia de 55%) e no grupo tratado com a dose de 100 mg/kg havia 11
(probabilidade de sobrevivéncia de 65%), indicando de fato uma acio da goniotalamina que
acaba por prolongar a sobrevida desses animais.

Pode-se concluir que a goniotalamina diminui o dano causado pelo TNBS quando
administrada nas doses de 30 e 100 mg/kg, por via i.p. € oral. O mecanismo de acdo dessa
atividade ainda deve ser esclarecido através da dosagem de citocinas envolvidas nesse
processo, porém a acdo apresentada foi um bom indicativo para o prosseguimento dos

estudos em modelo de inflamagao cronica.
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Figura 39 - Ocorréncia de obitos nos diferentes grupos durante o experimento

de colite aguda induzida por TNBS
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Ocorréncia de 6bitos por dia de experimento no modelo de colite aguda induzida por TNBS, sendo

representada pela diminui¢@o do nimero de individuos ao longo dos 10 dias de experimento.

O esquema a seguir (esquema 4) sugere alguns pontos onde a goniotalamina poderia

atuar no processo inflamatdrio induzido pelo TNBS:

Esquema 4 - Hipodtese da acdo da goniotalamina no modelo de colite induzida por

TNBS

IL-12 '
TNBS
) N\ GTN  1npg
@ GTN

IFNy Vo

» —_ IL-1p

. CélulaT R
Lamina APC macréfago L6

prépria

Sequéncia de eventos induzida pela administracdo de TNBS, levando & instalagdo de colite e
possiveis alvos da goniotalamina. Adaptado de Strober, W.; Ludviksson, B.R.; Fuss, LJ. (1998). The
Pathogenesis of mucosal inflammation in murine models os inflammatory bowel disease and crohn disease.
Ann. Intern. Med., 128:848-856. APC: célula apresentadora de antigeno. TNBS: dcido trinitro-benzeno-

sulfénico. IFN: interferon.
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Poderia haver inibicdo da producdo de IL-12 pelas células apresentadoras de
antigeno, o que impediria a inducdo da resposta Thl pelas células T, porém nesse caso
haveria inibi¢do total do processo inflamatério, o que ndo é o caso dos animais tratados
com a goniotalamina. A inibi¢do da producdo e sinalizagdo do IFNy inibe a ativacao de
macrofagos e producdo de citocinas importantes, tais como o TNFa, a IL-1p e a IL-6,
diminuindo a resposta inflamatéria, o que poderia estar ocorrendo nos animais tratados com
goniotalamina pela via oral, ja que nesses tratamentos hd diminuic¢do da atividade da MPO.
Adicionalmente, a goniotalamina poderia atuar diminuindo a expressdo génica para as
citocinas pré-inflamatoérias TNFa, a IL-1B e a IL-6, o que modularia a resposta inflamatéria
e inibiria a liberacdo de substincias que aumentam a permeabilidade intestinal, evitando a
exposicao das células T na lamina prépria aos antigenos da mucosa.

A 1nibicdo da colite induzida pelo TNBS nos modelos agudo e subagudo com a
administracdo por via oral da rac-GTN direcionaram o estudo em modelo de colite
espontanea em camundongos knockouts para interleucina-10, utilizando a dose de 30

mg/kg, por via oral.

5.9 — Colite espontinea em camundongo knockout para IL-10

O fato de que muitos dos pacientes com doencas inflamatorias intestinais
apresentam genotipo para baixa producdo de IL-10 sugeriu estudos em modelo que
envolvesse a delecdo genética de IL-10 (Scheinin er al, 2003). A enterocolite cronica
desenvolvida por animais que apresentam tal delecao € aparentemente associada a produgao
desregulada de citocinas pré-inflamatérias do tipo Thl, semelhante ao que ocorre na
doenca de Crohn (Sheil et al, 2007).

A IL-10 € produzida por linfécitos Th2, além de ser produzido por macréfagos
ativados, células dendriticas e células B1, podendo atuar também na regulacdo da expressao
de IL-4 e IL-5 por linfécitos Th2. E uma citocina imunosupressora chave, que age
diretamente nas células apresentadora de antigenos (APC), inibindo a secrecdo de IL-12 e
indiretamente inibindo a ativac¢do de células T (Gomes-Santos et al, 2012). Além disso, a

IL-10 atua inibindo outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-18, IL-6, IL-8 ¢ TNFa, o
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que constitui um freio para a evolucdo de inflamagdes agudas a cronicas, protegendo o
desenvolvimento de colites (Wilson et al, 2010).

Animais deficientes em IL-10 desenvolvem espontaneamente enterocolite quando
mantido em ambientes convencionais, porém quando mantidos em condi¢cdes SPF (specific
pathogen free) desenvolvem inflamacao restrita ao c6lon, sugerindo que a flora bacteriana
entérica tem papel fundamental no desenvolvimento de colite espontanea nesses animais
(Sellon et al, 1998).

A histopatologia da colite cronica em animais knockouts para 1L-10 é caracterizada
por displasia epitelial e infiltrados inflamatérios na mucosa e submucosa. O infiltrado
inflamatério consiste em nimero pequeno a moderado de neutréfilos, eosindfilos,
linfocitos, células plasmaticas e macréfagos, podendo atingir a barreira transmural do
intestino. Os adenocarcinomas formados sdo histologicamente semelhantes aos de paciente
com doenca inflamatdria intestinal, porém diferente do que ocorre nestes pacientes, em
animais IL-10 KO n3ao had envolvimento de genes como K-ras, p53, APC e MSH
(Kanneganti et al, 2011). Portanto, apesar de ndo ser um modelo que simule todas as
condic¢des reais do quadro de doencas intestinais em humanos, € um ponto inicial para
estudo de compostos que tenham acdo em modelo subcronico de inflamacdo e que dessa
forma possam prevenir a formagdo de tumores.

Os animais provenientes do Charles River, Franca, chegaram a Universidade de
Sevilla com 5 semanas de idade, quando foram mantidos em condi¢Ges normais, ou seja,
fora das condi¢Oes SPF. Apos uma semana os tratamentos foram inciados, tendo sido trés
vezes por semana, por trés meses. Nao foram observadas diferencas de peso corporal entre
os grupos wild type (WT) e KO, com ou sem tratamento, bem como nenhum sinal grave de
toxicidade relativo ao tratamento subcronico com a goniotalamina na dose de 30 mg/kg, via
oral, o que € um bom indicio acerca da auséncia de toxicidade da molécula, mesmo ap0s 3

meses de tratamento (Figura 40).
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Figura 40 - Massa corporal dos animais ao longo de 12 semanas de

experimento
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Massa corporal dos animais ao longo de 12 semanas de experimento. KO — knockout para IL-10; WT — wild

type. Tratamentos: rac-GTN, 30 mg/kg via oral e veiculo — salina 0,9% + tween 80.

No parametro relagdo peso/comprimento do célon, WT que recebeu veiculo ndo
apresentou diferenca estatistica de WT tratado, porém ambos sdo estatisticamente
diferentes dos grupos KO (Figura 41). De fato, macroscopicamente os c6lons dos animais
KO eram mais espessos e mais curtos, talvez por apresentarem mais inflamacdo e areas de
displasia.

O primeiro sinal de inflamacio no grupo KO controle surgiu apds 15 dias do inicio
do experimento (animais com 7 semanas de idade), enquanto no grupo KO tratado os sinais
surgiram apoés 42 dias de experimento (animais com 11 semanas de idade). Dentre os sinais
de inflamagao estavam fezes com sangue, excre¢do de muco e prolapso retal. Scheinin et al
(2003) também observaram tais sinais, além de ndo observarem diferenca de massa

corporal entre animais tratados com anticorpo anti-TNF e animais controle (Figura 42).
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Figura 41 - Relacao peso/comprimento do célon no modelo de colite espontanea
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Relacdo peso/comprimento do célon dos diferentes grupos. WT: wild type. KO: Knockout para IL-10.
Tratamentos: rac-GTN, 30 mg/kg via oral e veiculo — salina 0,9% + tween 80. *** p<0,001, ANOVA,

Duncan’s test.

Figura 42 - Prolapso retal em animal do grupo KO controle no modelo de colite

espontanea

Prolapso retal em animal do grupo KO controle. Esse é um dos sinais macroscépicos de colite instalada.
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Quanto aos sinais de progressao de inflamacdo, ao final do experimento 42,9% dos
animais do grupo KO controle apresentavam sangramentos e prolapso retal, enquanto que
apenas 16,7% dos animais do grupo KO tratado apresentavam excrecdo de muco, nio
havendo sangramento ou prolapso retal. Além desses sinais, avaliados durante as 12
semanas de experimento, ao final do experimento os célons foram retirados e avaliados em
estereomicroscopio, quando os danos macroscépicos foram classificados em escalas
(Tabela 5), sendo:

Score 0: c6lon sem sinais de inflamagao

Score 1: areas de inflamacgdo (dreas avermelhadas)

Score 2: areas de possivel displasia (4reas espessas)

Score 3: areas de displasia e tumores pequenos

Tabela 5 - Classificacdo dos danos macroscopicos segundo score proposto por Berg at

al, (1996).

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score médio
KO controle --- 21,4% 14,3% 64,3% 2,43+0,85
KO tratados 16,6% 41,7% 41,7% --- 1,25+0,75%*

##p<0,01 ANOVA p<0,001

De acordo com essa escala, mais da metade do grupo KO controle apresentou
pontuacdo méxima, com um quadro inflamatorio instalado e progredindo para a formacgao
de tumores (Tabela 5). Por outro lado, a maioria dos animais tratados ndo atingiu a escala
maximo, podendo ser reflexo da acdo anti-inflamatéria ja observada em animais tratados
com goniotalamina. Nos estudos realizados por Berg et al (1996), animais IL-10 KO de trés
semanas de idade j& apresentaram sinais de inflamagdo, como infiltrado inflamatério,
porém animais com mais de trés meses de idade j& apresentavam adenocarcinomas. Alguns

dos aspectos analisados estdo na figura abaixo (Figura 43).
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Figura 43 - Anélise do dano macroscopico do célon extraido de animais dos

grupos KO controle e KO tratado, apos 12 semanas de experimento

Andlise macroscOpica dos célons sob estereomicroscépio. A) e B) granulos, classificados como possiveis
tumores, ambos pertencentes ao grupo KO controle. C) drea proximal dilatada e espessa (seta). Animal tratado

com rac-GTN D) Manuteng¢ao da arquitetura tecidual em célon do grupo tratado com rac-GTN (¥).

Pode-se perceber que a arquitetura tecidual no grupo controle é desorganizada,
havendo perda da morfologia tipica desse tecido (Figura 43, A e B). No grupo tratado, o
tecido teve sua arquitetura preservada, com manutencao das pregas intestinais (Figura 43, C
e D). Em alguns casos, observou-se a presen¢a de granulos consistentes (Figura 43, A e B)
e areas espessas, de possivel displasia, que s6 poderdo ser confirmadas a partir de andlises
microscopicas (Figura 43, C). A avaliagdo dos danos macroscépicos estd de acordo com a
avaliacdo dos danos microscopicos, realizada a partir de cortes histologicos de 5 um de
espessura, corados com hematoxilina e eosina. Para tanto, também foi realizada uma
classificagdo mediante escalas segundo Berg er al (1996), com pequenas modificacdes. A
avaliacdo foi cega e feita por histopatologista externo ao grupo de pesquisa.

Os cortes também foram analisados com o objetivo de detectar zonas de displasia,

segundo as descri¢des de Sturlan et al (2001).

117



Score 0: tecido intacto, sem modifica¢des

Score 1I: poucas células mononucleares na lamina prépria, acompanhadas por
minima displasia. Perda minima ou nula de muco nas células caliciformes

Score 2: frequentes lesdes focais inflamatérias na lamina prépria (células
mononucleares e neutréfilos). Displasia moderada. Pequenas erosdes epiteliais. Escassa
inflamacao na submucosa

Score 3: grandes areas de inflamacdo na mucosa, atingindo a submucosa. Abscessos

nas criptas. Hiperplasia. Perda abundante de mucina. Ulceras.

Os resultados das andlises histoldgicas dos cortes obtidos dos c6lons dos animais
dos grupos KO controle e tratado e WT controle e tratado estdo expostos na Tabela 6 e
Figura 44.
Tabela 6 - Avaliacio histologica das alteracoes inflamatorias (escala 0-3) e displasicas
(escala 0-1) nos animais wild type (WT) e IL-10 -/- (KO) com ou sem tratamento (rac-

GTN 30 mg/kg v.o.), segundo Berg et al, 1996.

Escala de colite (0-3)

Animais Animais
Grupos N com dano 0 1 2 3 Escala com
inflamatorio média displasia
WT 14 0/14 14/14 0/14 0/14 0/14 0 0/14
controle (0%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%)
WT 12 0/12 12/12 0/12 0/12 0/12 0 0/12
tratado (0%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%)
KO 14 12/14 2/14 1/14 2/14 9/14 2,29+1,1 11/14
controle (85,7%) (7,7%) (7,8%) (15,4%) (69,2%) (79,6%)
Ko 11 6/11 511 4/11 2/11 0/11 0,730, 7%** 0/11
tratado (54,5%) (45,4%) (36,4%) (18,2%) (0%) (0%)***

ANOVA p<0,001, **%p<0,001
Como era de se esperar, nos animais WT observa-se uma mucosa com arquitetura

normal, com auséncia de células displésicas, sendo que todos os animais apresentam escala
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0 de colite. As imagens obtidas mostram um epitélio constituido por células de absorcdo e
células da mucosa, formando invaginagdes tubulares retas, sem ramificacdes. Em
determinadas regides, na zona inferior da capa mucosa e préxima da submucosa, o epitélio
se mostra interrompido por agregados linféides. As células epiteliais superficiais, de tipo
colunar e as caliciformes apresentam numerosos granulos de mucina que compdem o muco
protetor. Enfim, os animais destes grupos ndo apresentaram alteracdes inflamatdrias, sinais
de displasia ou de erosdes superficiais, portanto a goniotalamina ndo interfere na
arquitetura tecidual (Figura 44, A-D).

Os animais do grupo KO controle, ap6és 12 semanas fora do ambiente SPF
desenvolveram lesdes inflamatérias na mucosa do c6lon. Na Tabela 6 é possivel observar
os valores obtidos para cada escala, sendo que nesse grupo 9 dos 14 animais apresentaram
valores maximos de escala, representando niveis maximos de dano inflamatério (69,2%,
valor 3 na escala de colite). Além disso, o estudo morfoldgico detectou ainda a presenca de
células displasicas (79,6%), ou seja, 11 dos 14 animais apresentaram lesdes pré-tumorais
(Figura 44, E-F).

Por outro lado, os resultados obtidos com os animais do grupo KO tratado, em
iguais condi¢cdes experimentais, foram significativamente diferentes. Lesdes inflamatdrias
foram observadas em 6 dos 12 animais do grupo (54,5% contra 85,7% do grupo KO
controle), sendo que as porcentagens foram de 36,4% e 18,2% nas escalas 1 e 2
respectivamente. Nao foram observadas lesdes displdsicas em nenhumas das amostras de
colon desse grupo de animais (Figura 44, G-H).

Os resultados obtidos a partir da andlise histopatolégica dos grupos tratados com
goniotalamina, por via oral, sdo promissores, j4 que os animais 1L-10 KO desenvolvem
lesdes similares as da Doenca de Crohn, o que demonstra a capacidade preventiva da
goniotalamina na progressdo inflamatdria e tumoral e que aumenta ainda mais o interesse

de sua aplicagdo em modelos de cancer associados a inflamacgdes cronicas.
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Figura 44 - Fotomicrografias dos cortes histolégicos obtidos dos célons de animais dos
grupos WT controle, WT tratado, KO controle, KO tratado. Coloracao hematoxilina e

eosina, Giemsa.

Fotomicrografias dos cortes obtidos dos cdlons dos grupos WT controle, WT tratado, KO controle, KO
tratado. A) grupo WT controle, 10X e 40X, coloragdao HE. B) grupo WT controle, 10X, Giemsa. C) grupo WT
tratado com rac-GTN 30 mg/kg v.o., 10X e 40X, colora¢do HE, apresentando morfologia glandular normal,
conteddo mucoso nas células epiteliais e caliciformes, auséncia de sinais patoldgicos, coincidindo com os
dados apresentados na Tabela 6. D) grupo WT tratado, 10X, Giemsa. E) grupo KO veiculo, observa-se
diminuicdo da espessura total da parede intestinal, distorcio da arquitetura glandular tipica, com importante
infiltrado inflamatério distribuido pela lamina prépria (*) e na base da glandula, préxima a capa submucosa.
Surgem zonas com células displésicas (1),10X e 40X, HE. F) grupo KO controle, 10X, Giemsa. G) grupo KO
tratado com rac-GTN 30 mg/kg v.o., 10X e 40X, coloracdo HE, havendo manutencio da arquitetura normal,
presenca de numerosas células caliciformes e epiteliais mucosecretoras, auséncia de erosdes superficiais. H)
grupo KO tratado, 10X, Giemsa.

A fim de avaliar como o processo inflamatério pode contribuir para progressao

tumoral em doengas inflamatdrias intestinais, € importante entender os componentes desse
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ambiente inflamatério. A fase ativa da doencga € associada com um massivo infiltrado
inflamatério no tecido, como foi observado nos animais do grupo KO controle. Macréfagos
e células T sdo os componentes celulares chave para o estabelecimento da inflamacao
cronica intestinal, através da producdo de citocinas que perpetuam a inflamacdo e o
remodelamento tecidual (O’Connor et al, 2010) . Nos animais tratados com goniotalamina,
pode-se observar a manutengdo da arquitetura do tecido, sendo um indicio de modulacdo da
resposta inflamatdria.

Na doenca de Crohn a resposta predominante € proveniente de células Thl. Tais
células, quando ativas, secretam IL-12, IL-18 e IFN, o que leva macréfagos a liberarem
TNFa, IL-6 e IL-1p, de maneira semelhante ao que ocorre no mecanismo de colite induzida
por TNBS (O’Connor et al, 2010). A IL-10 possui papel critico na modulagdo da resposta
imune: promove o desenvolvimento da resposta imune humoral, inibindo o
desenvolvimento de respostas do tipo Thl, por limitar a capacidade dos macréfagos em
produzir IL-12 (Sellon et al, 1998). Dessa forma, o mecanismo de acdo da goniotalamina
nesse modelo poderia ser semelhante ao proposto para modelo de colite induzida por
TNBS, ou seja, sobre a produgdo das citocinas efetoras.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da goniotalamina sobre a expressao de genes
envolvidos em processos inflamatérios/tumorais e de morte celular, extraiu-se o RNA total
dos cdlons dos animais e a expressdo génica relativa foi avaliada e quantificada através da
ferramenta real-time PCR. Os genes avaliados foram:

- TNFa: citocina pro-inflamatdria resultante da resposta mediada por Thl e liberada por
macréfagos ativos.

- GAPDH: (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) proteina constitutiva, participa do sexto
passo da glicélise. E utilizada aqui para normalizacio dos dados obtidos para outros genes
nao-constitutivos.

- Caspase 8: proteases efetoras na via extrinseca da apoptose.

- VEGF: fator de crescimento vascular — fator relacionado a angiogénese.

- MMP-9: metaloproteinase 9 — enzima que atua na degradagdo de um grupo particular de

proteinas da matriz extracelular, estd envolvida no processo de invasao e metéstase.
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- Sirtuina 1 (Sirt-1): € uma proteina deacetilase NAD-dependente (nicotinamida adenina
dinucleotideo-dependente), que contribui para a regulacdo celular, atuando em processos
como cancer, inflamacdo e diabetes. Atua diminuindo os niveis de citocinas pro-
inflamatorias, tais como o TNFa.
- Bcl-2: membro da familia B-cell lymphoma-2, que atua no balanco entre o surgimento de
novas células e a morte de células antigas. Quando os membros anti-apoptéticos da familia
Bcl-2 estdo superexpressos, a apoptose € inibida.

O resultado da expressdo génica relativa foi normalizado com a expressao do gene

para a proteina constitutiva GADPH (Figura 45).

Figura 45 - Expressao génica relativa para citocinas e proteinas envolvidas no

processo inflamatério e na progressao tumoral
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Expressdo génica relativa para citocinas e proteinas envolvidas no processo inflamatério e na progressio
tumoral. Reacdo da polimerase em cadeia (PCR) em tempo real foi realizada para quantificar os niveis de
RNA mensageiro de genes importantes no desenvolvimento de cancer de c6lon a partir de inflamacdo. A
expressdo do gene GADPH foi utilizada para normalizar os dados, que foram expressos em relacdo ao grupo
WT controle. ANOVA, p<0,001. * diferenca estatistica em relacio ao grupo WT controle. # diferenca
estatistica em relac@o ao grupo KO controle. *, # p<0,05; **, ## p<0,01; *** ### p<0,001.

122



Nessa andlise destaca-se a superexpressdao do gene que codifica a metaloproteinase
9 (MMP-9), havendo diferenca estatistica entre a expressdo deste gene no grupo KO
controle e nos outros grupos experimentais, com destaque ao grupo KO tratamento (Figura
45). Metaloproteinases compdem uma familia de enzimas proteoliticas associadas com a
degradacdo da matriz extracelular, incluindo a membrana basal, que é um tipo
especializado de matriz composta por coldgeno tipo IV, lamininas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos. Tais membranas servem como barreira entre os diferentes
compartimentos teciduais e danos estruturais nessas membranas estdo relacionados a
invasividade tumoral (Nelson er al, 2000). Além da caracteristica de facilitar a invasao
tecidual, as metaloproteinases estdo envolvidas também na manutencio de um
microambiente que facilita o crescimento tumoral e o processo de angiogénese (Nelson et
al, 2000; Weinberg, 2008).

Metaloproteinases também regulam processos que levam a proliferacdo celular, no
sentido que sua atividade proteolitica muitas vezes facilita a interacdo entre fatores de
crescimento e seus receptores, libera fatores de crescimento e mitogénicos que estavam
ligados a componentes da matriz, permitindo dessa forma que eles atuem promovendo a
proliferacdo e também regulam sinais para apoptose e invasdo (McCawley & Matrisian,
2001). Além disso, sua acdo proteolitica libera fatores angiogénicos e cria espagco para a
insercdo de novos vasos no tecido (Weinberg, 2008).

A MMP-9 estd proeminentemente envolvida na progressio do céncer. E produzida
por macréfagos associados ao tumor em resposta a uma variedade de citocinas, fatores de
crescimento e mitégenos (Stamenkovic, 2000). Esta MMP juntamente com a MMP-2 &
essencial para a “alavanca angiogénica” durante a progressao tumoral (Rundhaug, 2005).
Sua expressdo pode ser regulada pelo TNFa em células do estroma, via NF-«kB, sendo
assim terapias que interfiram com a expressao de TNFa ou com a via do NF-kB também
vao interferir na produ¢do de MMPs (Rundhaug, 2005). Talvez esse seja o mecanismo
disparado pela goniotalamina, jd que nesse estudo hd inibi¢do da expressdo de TNFa em
animais tratados.

A expressao relativa de TNFa € maior no grupo KO controle que nos outros grupos,

sendo que tratamento com goniotalamina inibe inclusive sua expressdo em animais WT,
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sendo um importante indicio de sua atuac@o sobre a sintese dessa proteina (Figura 45).
Inicialmente, o TNFa é produzido por macréfagos ativados e células T, induzidos por uma
série de estimulos patologicos e inclusive pelo proprio TNFa, que regula sua propria
producdo através de feedback positivo. Essa citocina induz a producdo de outros
mediadores inflamatdrios e proteases que orquestram a reposta inflamatdria, entre eles IL-
1, IL-6, COX-2, quimiocinas, VEGF, metaloproteinases, proteinas antiapoptoticas.

A cascata de atividade do TNFa em geral passa pelo fator de transcricdo NF-«kB,
cuja ativagdo ¢ regulada pelo TNFo, mas que também pode regular a produgdo dessa
mesma citocina (Karin & Greten, 2005). Células tumorais também produzem TNFa, que no
ambiente tumoral atua como um promotor endégeno do crescimento tumoral, além de estar
relacionado aos diferentes passos da carcinogénese (Aggarwal et al, 2006; Balkwill, 2006).
Na fase de inicia¢dao tumoral, o TNFa atua sinalizando para a produgao de mediadores que
levam a producdo de ROS, favorecendo a instabilidade gendmica e portanto mutagcdes, que
podem atingir genes importantes no controle da divisdo e proliferacdo celular (Karin &
Greten, 2005; Hanahan & Weinberg, 2011). Durante a promog¢ao tumoral, o TNFa atua
como mitogeno e fator de sobrevivéncia, além de sinalizar para a producdo de VEGF e
assim favorecer a angiogénese (Kundu & Surh, 2008; Grivennikov & Karin, 2010). J4 na
fase de progressdao tumoral, o TNFa sinaliza para o processo de transicdo epitélio-
mesenquimal, que marca a primeira fase do processo metastatico (Huber et al, 2005).

Dessa forma, a baixa expressao para TNFa nos animais tratados com goniotalamina
explica a atividade anti-inflamatéria apresentada ndo apenas no modelo de colite
espontanea em animais knockout IL-10, mas também nos outros modelos, além da atividade
antiproliferativa, j4 que inibindo essa citocina, inibe-se o desenvolvimento tumoral. O
mecanismo de tal inibi¢do poderia ser sobre a transcricdo do gene para TNFa, inibindo-se
fatores de transcrigdo que regulam esse processo, tais como o NF-kB, ou sobre a
sinalizacdo para sua produgdo, como inibicdo da ativagdo de macréfagos, inibi¢do da

producdo e sinalizacdo de IL-1, IFNy e modulagdo da resposta imune Th1 (Esquema 5).
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Esquema 5 — Algumas cascatas que levam a produc¢io de TNFa e possiveis alvos da

goniotalamina
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Algumas cascatas que levam a producio de TNFa e possiveis alvos da goniotalamina. A resposta
Thl ativa os fatores de transcricio STATs 3 e 4, que regulam a produgdo de mediadores que estimulam a
ativacdo de macréfago, como o IFNy. Além disso, a IL-1 também estimula essas células a produzirem fatores
que ativam o fator de transcricdo NF-kB, que por sua vez controla a expressdo de diversos genes envolvidos
em inflamacdo, angiogénese, metdstase. STAT (Signal transducer and activator of transcription), EMT
(epithelial-to-mesenchymal transition), IFN (interferon), VEGF (vascular endothelial growth factor), NF-xB

(nuclear factor kB), ROS (reactive oxygen species).

A caspase 8 € uma cisteina protease envolvida na via apoptética extrinseca, ou seja,
que responde aos estimulos externos a célula mediante receptores de membrana, tais como
receptor Fas ou TRAIL (Hanahan & Weinberg, 2011). Nesta via, ndo ha influéncia direta
sobre fatores presentes na membrana mitocondrial, sendo a relacdo indireta mediante a
ativacdo da enzima BID (enzima pré-apoptética da familia Bcl-2), que € clivada, levando
ao dano mitocondrial e a ativagdo de caspases subsequentes. Alternativamente a caspase 8
ativada pode ativar diretamente a caspase 3 efetora (Li et al, 1998; Fulda, 2009).

Nos animais WT tratados com goniotalamina a expressdo do gene para caspase 8 é
maior em relacdo aos animais KO controle e WT controle, porém no animais KO tratados
nao ha alterac@o para a expressao desse gene. Alguns estudos mostram que a via apoptotica

dependente de caspase-8 ndo estd alterada em individuos com doenca de Crohn

125



(Peppelenbosch & van Deventer, 2004), porém estudos mais recentes mostram que animais
knockout para caspase 8 desenvolvem inflamacdo espontanea na regido do ileo. Essa acdo
estd relacionada com sua fun¢d@o na regulagdo da necroptose nas células epiteliais intestinais
e consequente manutencdo da homeostase imunoldgica no intestino (Giinther et al, 2011).

Provavelmente, o aumento de expressiao de caspase 8 nos animais WT tratados com
goniotalamina seja uma acdo direta sobre a ativacdo de apoptose, caracterizando um
mecanismo de morte exercido pela molécula. Como exposto anteriormente, um dos alvos
da goniotalamina poderia ser o NF-kB, que entre outras acdes, regula a transcricdo de
fatores antiapoptoticos. Se ha falhas na atividade do NF-kB, o TNFa presente localmente
no tecido passa a exercer seu papel pré-apoptético via receptores TNFR1, que ativa caspase
8 (Balkwill, 2009). Portanto, no caso do tratamento com a goniotalamina, essa via poderd
estar ativada.

Por outro lado, tanto os animais KO quanto os WT tratados com goniotalamina
apresentaram aumento na expressdo do gene para Bcl-2, uma proteina antiapoptética. O
fato de haver superexpressdo de caspase 8 nos animais WT tratados com goniotalamina
explicaria o aumento de Bcl-2 nesses animais, pois havendo sinal para a apoptose e que seja
independente da via mitocondrial, poderia haver indu¢do da expressio de Bcl-2 para
contrabalancear esse efeito. De fato, a caspase 8 € mediadora da via apoptdtica extrinseca,
podendo ativar diretamente a caspase 3, efetora, sem necessariamente sinalizar para as
proteinas da familia Bcl-2 (Galluzzi et al, 2012).

Um fato que explicaria tais condigdes contraditorias em animais tratados com
goniotalamina € sua possivel capacidade de induzir apoptose via liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Estudos recentes apontam o papel terapéutico das ROS na
indu¢do de morte celular com maior seletividade para células tumorais; isso porque células
tumorais j4 apresentam niveis de ROS superiores aos das células normais e interferir no
balanco de ROS € diminuir o limiar entre o efeito anti-apoptético e proliferativo dessas
substancias e aumentar o potencial téxico dessas espécies, levando células tumorais a morte
por apoptose (Trachootham ef al, 2009). Inayat-Hussain et al (2010), em seu tltimo estudo
acerca da atividade antiproliferativa da goniotalamina, demonstrou que a concentragdo de

GSH (glutationa) € inversamente proporcional ao nimero de células vidveis quando
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tratadas com goniotalamina. Além disso, quando houve tratamento prévio com
antioxidante, a morte celular induzida pela GTN foi inibida, havendo também inibi¢do
desse processo quando as células foram pré-tratadas com inibidor de caspases (Z-VAD),
apontando para morte celular dependente de caspase. Neste mesmo estudo, os autores
mostram que a morte celular promovida pela GTN € independente de Bcl-2.

O aumento de ROS nas células tumorais pode ativar mecanismos de defesa a fim de
manter a homeostase celular: eventualmente pode haver ativacdo do fator de transcricao
NF-«B, que regula a transcri¢do de diversos genes antiapoptéticos, entre eles o da proteina
Bcl-2 e ainda o do VEGF (Trachootham et al, 2009). Outros estudos mostraram que o
aumento nos niveis de caspases em geral estd acompanhado de aumento dos niveis de Bcl-2
(Zhivotovsky & Orrenius, 2006). De fato, nos tecidos tratados com goniotalamina, ha
aumento dessas proteinas, podendo ser reflexo da tentativa de manutencao da homeostase.
Apesar de parecer agressivo, estudos acerca da inducdo de morte celular via liberacdo de
ROS como terapia vem aumentando e mostram ser eficazes, como é o exemplo da [-
Lapachona e da piplartina (Trachootham et al, 2009; Raj et al, 2011).

Outra maneira de as células se adaptarem ao aumento de ROS € aumentar os niveis
de glicolise. Alids, o aumento das taxas de glicélise € considerado um hallmark de células
tumorais, sendo conhecido como efeito Warburg (Kondoh et al, 2007). O metabolismo
glicolitico em células tumorais estd aumentado, pois em geral em tumores sélidos as taxas
de glicose sdo muito baixas, havendo também muitas dreas de hipoxia. Portanto o efeito
Warburg promove eficiéncia na utilizacdo de glicose em um ambiente onde a glicose €
limitada, sendo uma adaptacio metabdlica (Kondoh et al, 2007). Embora a glicdlise
aerdbica seja altamente ineficiente para a producao de ATP, é uma reacdo anaplerdtica que
supre metabdlicos intermedidrios criticos para a producdo de biomassa (aminodcidos,
lipidios, nucleotideos), o que ¢ fundamental em células que se proliferam rapidamente
(Martinez-Pastor & Mostoslavsky, 2012).

Em um ambiente de stress oxidativo e falta de nutrientes, ativacdo de mecanismos
que propiciem a homeostase celular é fundamental para evitar a transformacio celular.
Nesse sentido, membros da familia de proteinas deacetilases NAD-dependentes, as

sirtuinas, sdo importantes, pois atuam no controle de qualidade da célula, regulando o
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metabolismo energético, funcionando como adaptadores do stress (oxidativo, genotéxico e
metabdlico), através da detec¢do de mudancas nos niveis intracelulares de NAD" (Webster
et al, 2012). A Sirt-1, uma das sirtuinas mais estudadas, estd envolvida com os processos de
gliconeogénese, reparo de DNA e manutencdo da estabilidade gendmica (Bosh-Presegué &
Vaquero, 2011).

Recentemente, véarios estudos acerca da relacdo entre sirtuinas e cancer foram
publicados, questionando se elas possuem um papel anti ou pré-tumoral, pois na tentativa
de estabelecer a homeostase, uma das vias ativadas culmina na inibicdo de p53 e de
apoptose, favorecendo a tentativa de reparo do DNA ao invés do processo apoptético, além
de ativacdo de fatores envolvidos com a angiogénese (Bosh-Presegué & Vaquero, 2011;
Webster et al, 2012). Porém, os trabalhos recentes confirmam seu papel antitumoral,
reforcado pela acdo inibitéria da Sirt-1 sobre o NF-kB em situacdes de grande stress
oxidativo, favorecendo ainda a apoptose mediada por TNFa, além de inibicdo de B-
catenina, que estd intimamente envolvida com a proliferacdo celular (Bosh-Presegué &
Vaquero, 2011; Martinez-Pastor & Mostoslavsky, 2012).

Nos animais KO tratados com goniotalamina hd aumento de expressao para Sirt-1,
reforcando a hipdtese de que nesses individuos ha stress oxidativo/gendmico/metabdlico:
com aumento de ROS, ha ativacdo de Sirt-1, que poderia ser mediado pela goniotalamina.
A acdo protetora da Sirt-1 sobre o dano ao DNA e na manutenc¢do da estabilidade gendmica
suportaria os baixos scores nos animais tratados. Além disso, se Sirt-1 inibe NF-xB, ha
inibicdo de TNFa, favorecendo o processo apoptotico mediado pela baixa concentracdo de
TNFa que atuara localmente, via receptores TNFR1-caspase 8, via apoptdtica extrinseca.

Como Sirt-1 possui um papel ambiguo, pode haver ativacdo de VEGF e Bcl-2 (Esquema 6).
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Esquema 6 - Possivel acao da goniotalamina sobre o stress oxidativo e ativacao de

sirtuina-1

Inflamac¢do cronica
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Possivel ac@o da goniotalamina sobre o stress oxidativo e ativac@o de sirtuina-1. Inflamac¢des cronicas geram

p-catenina

stress oxidativo e genotoxico, que via fosforilagio da AMPK eleva os niveis de NAD™, o que leva a ativagdo
de sirtuina-1. A sirt-1, por sua vez, ativa mecanismos de reparo do DNA, estimula a angiogénese, mantém a
estabilidade genomica, inibe o NF-kB e a B-catenina. Ao inibir o NF-«B, o TNFa presente no tecido esta livre
para ativar o programa de apoptose extrinseca via caspase 8. AMPK: (adenosine monophosphate activated

protein kinase). NAD (nicotinamide adenine dinucleotide). TNFRI (tumor necrosis factor receptor I).

Tais hipéteses poderdo ser comprovadas pelos resultados sobre a ativacdo de NF-xB
no tecido, que estdo sendo realizados pelo grupo da prof. Dra. Virginia Motilva. Além
disso, ainda estdo sendo concluidos estudos de imunohistoquimica para B-catenina, que

poderdo forneces maiores informagdes sobre a proliferacdo existente nesse tecido e também
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estudos com deteccdo de AMPK, uma proteina quinase envolvida na ativacdo de Sirt-1.

Estes dados serdo analisados, unidos e publicados em breve.

6 — Avaliagdo do tipo de morte celular induzido pela goniotalamina sobre a

linhagem HT-29

Apoés observar que a goniotalamina apresentava atividade em modelo de colite
induzida e espontanea, avaliou-se o tipo de morte celular induzido em células tumorais

humanas de c6lon, HT-29, por citometria de fluxo.

6.1 Anexina

Para tanto, inicialmente as células foram tratadas com rac-GTN nas concentrac¢des
de 10, 15 e 20 pg/mL, por 24 horas. Dados preliminares revelaram que em 48 horas de
tratamento a goniotalamina inibe totalmente o crescimento da linhagem HT-29 na
concentragdo de 3,0 pg/mL (15,5 uM, Tabela 4), portanto foram avaliadas concentragdes
maiores para 24 horas de exposi¢ao.

As células em fase inicial da apoptose apresentam externalizacdo de fosfatidilserina
sem rompimento de membrana. Portanto, existe marcagdo com a anexina V, sem marcagao
com 7-AAD (ja que o 7-AAD s6 entra nas células cujas membranas nao estejam integras).
Células em apoptose tardia apresentam rompimento de membrana e, portanto, hd dupla
marcacdo, enquanto que células marcadas apenas com 7-AAD sdo células acometidas pelo
processo necrético ou outros processos diferentes da apoptose.

Nesse primeiro experimento, observa-se indu¢do de morte celular concentragdo-
dependente, sendo que em 10 pg/mL e em 15 pg/mL a atividade foi semelhante: a
viabilidade celular ficou em torno de 45%, havendo indu¢do de apoptose, com detecc¢ao das
fases inicial e tardia (Figura 46). J4 a concentracdo de 20 ug/mL foi mais potente, havendo
apenas 22,6% de células vidveis apos 24 horas e mais da metade da populacdo ja em fase

de apoptose tardia. E interessante apontar que mesmo na maior concentracdo ndo ha
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inducdo significativa de necrose, podendo-se afirmar que a rac-GTN induz morte celular

por apoptose na linhagem HT-29.

Figura 46 - Avaliacao do tipo de morte celular induzido pela goniotalamina em

células HT-29, ap6s 24 horas de tratamento
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Avaliacao do tipo de morte celular induzido pela rac-GTN na linhagem HT-29, através de ensaio da anexina
V por citometria de fluxo. As células foram tratadas com rac-GTN nas concentragdes de 10, 15 e 20 ug/mL
por 24 horas. Os valores em vermelho indicam a porcentagem de células em cada estagio. A: controle DMSO.

B: rac-GTN 10 pg/mL. C: rac-GTN 15 pg/mL. D: rac-GTN 20 pg/mL.

Como a goniotalamina nas concentracdes de 10 e 15 pg/mL atua de maneira
semelhante, decidiu-se dar continuidade aos estudos de mecanismos com a menor
concentracdo (10 pg/mL). No segundo experimento, foram realizadas leitura das células

apos 3, 6, 9 e 12 horas de tratamento com rac-GTN 10 pg/mL (Figura 47).
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Figura 47 - Avaliacao do tipo de morte celular induzido pela goniotalamina em

células HT-29, apés tempos crescentes de tratamento
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Avaliacdo do tipo de morte celular induzido pela rac-GTN na linhagem HT-29, através de ensaio da anexina
V por citometria de fluxo. As células foram tratadas com rac-GTN na concentra¢do de 10 pg/mL por 3, 6,9 ¢

12 horas. Os valores em vermelho indicam a porcentagem de células em cada estdgio.

As leituras em diferentes tempos foram realizadas com o objetivo de definir o
melhor intervalo de tempo para avaliacdo da ativacdo de caspases nas células HT-29
tratadas com 10 pg/mL de rac-GTN. Observou-se que a porcentagem de células em
apoptose inicial e tardia € crescente ao longo do tempo, sendo que dentre os intervalos
estudados, o de 9 a 12 horas é onde hd maior inducdo do processo apoptético (Figura 47).

Dessa forma, a avaliagdo de caspases se deu nesse intervalo de tempo (Figura 48).

6.2 Caspase 8 e caspase 9

As caspases tém papel central no processo de morte celular por apoptose. Essas

enzimas compdem a familia enzimdtica responsdvel pelo inicio da cascata apoptética
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(caspases-2, -8, -9, -10), execucdo do processo propriamente dito (-3, -6, -7) e

processamento de citocinas (-1, -4, -5, -11 a -14). Nesse estudo, avaliou-se a ativaciao das

caspases iniciadoras 8 e 9, além de caspases efetoras 3 e 7.

Figura 48 - Avaliacao da ativacao de caspase 8 pela goniotalamina em células

HT-29, apos tempos crescentes de tratamento
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A inducido de caspase 8 foi tempo dependente, sendo que no menor tempo avaliado
(8 horas) observou-se a ativacao de caspases 3 e 7, que sdo caspases efetoras, evidenciando
0 processo apoptético tardio. Além disso, hd células marcadas com 7-AAD, o que confirma
0 processo apoptdtico avangado em algumas células (Figura 48).

A apoptose mediada pela caspase 8 € a chamada apoptose extrinseca, cuja ativacao
se da por estimulo externo a célula (TNFa, ligante FAS/CD95L, ligantes da superfamilia
TNF) mediante ativagdo de receptores de superficie, conhecidos como death receptors
(FAS/CD95, TNFR1 e TRAIL receptor). A sinalizacdio via caspase 8 pode ativar
diretamente a cascata da caspase 3 ou sinalizar para a cascata mitocondrial, ativando
proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2—caspase 9—caspase 3 (Galluzzi et al, 2012). A
fim de observar qual a via de sinalizacdo induzida pela goniotalamina, sua atividade foi
avaliada sobre a ativacdo da caspase 9 (Figura 49).

A inducdo de caspase 9 também foi tempo dependente € em menor porcentagem que
a indugdo de caspase 8. Por haver ativacdo dessas duas caspases iniciadoras, pode-se supor
que a cascata apoptotica induzida pela goniotalamina na linhagem HT-29 € mediada por
sinal externo com interferéncia na mitocondria.

De fato, estudos realizados com as linhagens de leucemia Jurkat e HL-60 mostram
que a goniotalamina induz apoptose via inducdo de dano ao DNA e producdao de ROS com
envolvimento da mitocondria. Segundo essa hipdtese, a goniotalamina leva a dano ao
DNA, o que ativa a proteina pro-apoptotica pS3, que atua na mitocondria levando a
liberagdo de citocromo ¢, com ativagdo de caspase 9, 3 e entdo apoptose. Além disso,
através de conjugacdo com a GSH e consequente inativacdo dessa, a goniotalamina leva a
producdo de ROS, que reforca a sinalizacdo sobre a mitocondria, além de também
promover dano ao DNA (Inayat-Hussain et al, 2010; Chan et al, 2010). Com os resultados
obtidos nesse trabalho, pode-se sugerir que na linhagem HT-29 a goniotalamina induz
apoptose mediante ativagdo de caspase 8, que pode atuar diretamente na mitocOndria e
ativar a via intrinseca, podendo ser esse o mecanismo ndo decifrado no esquema proposto
por Chan et al (2010) sobre a agdo direta da gonitalamina na mitocondria (elipse vermelha,
na Figura 50). Agora, fica a pergunta: qual o sinal externo induzido pela goniotalamina é

responsavel pelo disparo do programa de apoptose extrinseca?
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Figura 49 - Avaliacao da ativacao de caspase 9 pela goniotalamina em células

HT-29, apos tempos crescentes de tratamento
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horas. Os valores em vermelho indicam a porcentagem de células em cada estagio.
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Figura 50 — Possivel mecanismo de aciao da goniotalamina para inducio de apoptose

intrinseca

Representacdo esquemdtica para a inducdo de apoptose intrinseca pela goniotalamina em células
musculares lisas da artéria corondria, proposta por Chan et al (2010). A goniotalamina, ao reagir com a GSH
leva a liberagdo de ROS, que produzem dano ao DNA. Esse dano ativard a p53, que atua ativando a morte
celular por apoptose. Além disso, a goniotalamina atua diretamente na mitocondria, disparando o processo
apoptdtico intrinseco, via liberagdo de citocoromo c e entdo ativacdo de caspases 9 e 3. Modificado de Chan
et al. Goniothalamin Induces Coronary Artery Smooth Muscle Cells Apoptosis: The p5S3-Dependent Caspase-
2 Activation Pathway (2010). Toxicol Sci, 116(2), 533-548. GSH (glutationa). MDM (murine Double minute

oncogene). APAF-1(apoptosis protease-activating factor 1).

Evasdo dos processos de morte celular é um dos hallmarks de células tumorais.
Inimeros sdo os mecanismos dos quais as células tumorais lancam mao para evitar esse
processo e terapias que revertam tal caracteristica sdo importantes no tratamento do cancer.
O fato da goniotalamina induzir apoptose na linhagem HT-29 é um indicio de seu potencial
antitumoral, pois essa linhagem expressa diversos oncogenes relacionados a proliferacao
celular e regulacdo de vias de comunicagdo intracelular, tais como myc, fos, myb e ras

(ATCC, 2012).
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7 — Avaliacao da atividade da goniotalamina em modelos in vitro e in vivo de

melanoma

7.1 Atividade antiproliferativa in vitro sobre a linhagem de melanoma murino
B16-F10

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro da goniotalamina sobre a
linhagem murina B16-F10 foi realizada uma avaliacio nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1, 2,

4,8, 16,32, 64 ¢ 126 ug/mL em tratamento de 24 horas (Figura 51).

Figura 51 - Atividade antiproliferativa in vitro da rac-GTN sobre a linhagem

B16-F10
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Atividade antiproliferativa da rac-GTN sobre a linhagem de melanoma murino B16-F10. Tratamento de 24

horas em dez concentragdes: 0,25; 0,5; 1,2, 4, 8, 16, 32, 64 e 126 pg/mL.

A rac-GTN inibe totalmente o crescimento tumoral dessa linhagem na concentragdo
de 23,13 pg/mL (TGI), sendo que os valor de LCsy ¢ de 31,14 pg/mL. Novamente, a
concentracdo de goniotalamina que inibe totalmente o crescimento se manteve entre 0,25 —

25 pg/mL e concentragdes maiores que 64 pg/mL levam a 100% de morte celular.

137



7.2 Avaliacdo da atividade sobre o desenvolvimento metastdtico do melanoma

B16-F10

Como a goniotalamina ja havia sido avaliada em modelos de cancer, inflamacéo e
carcinogénese espontinea, decidiu-se fazer um experimento preliminar em modelo
metastico, que inclusive estd em fase de padronizagdo no laboratério.

Esse é um modelo interessante, pois as células de melanoma, quando na circulacio,
preferencialmente se acumulam no pulmio e em 21 dias de experimento jd se observa

grande quantidade de melanina nesse 6rgao (Zhang et al, 2011) (Figura 52).

Figura 52 - Fotografia de metastase pulmonar da linhagem B16-F10, com

producio de melanina

Fotografia de metdstase pulmonar apds 21 dias de experimento, com producdo de melanina. A) Grupo

controle negativo. B) Grupo tratado com rac-GTN 100mg/kg.

Foi utilizada a dose de 100 mg/kg de rac-GTN, que foi ativa em modelos de cancer
e inflamacdo. Nesse experimento preliminar a GTN reduziu em 48,3% a quantidade de
melanina/massa pulmonar (Figura 53).

Essa reducdo da producdo de melanina por células B16-F10 alocadas no pulmao
indica indiretamente que existem menos células nos pulmdes dos animais tratados. A partir

desses resultados, surgem duas hipdteses: ou a goniotalamina inibe vias que propiciam a
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metastase tumoral ou ela interfere na viabilidade dessas células in vivo, havendo assim

menos metdstase pulmonar.

Figura 53 - Concentracao de melanina em relacio a massa pulmonar

I veiculo
V22 rac-GTN 100mg/kg

leitura espectrofotométrica/massa pulméao

Leitura espectrofotométrica da quantidade de melanina em relacdo a massa pulmonar nos grupos controle
negativo (salina 0,9% + tween 80) e grupo tratado com rac-GTN, 100 mg/kg, trés vezes por semana, por 21

dias. ANOVA *#p<0,05.

Metéstase € um dos aspectos mais criticos da carcinogénese, sendo que mais de 90%
das causas de morte ligadas ao cancer ocorre em casos de tumores metastiticos. Esse
processo depende de uma estreita colaboracdo entre o tumor e os elementos de seu estroma
(Derynck et al, 2001). Dentre esses elementos estdo diversas citocinas, como TNFa, IL-1 e
IL-8, bem como quimiocinas, que levam a ativacao de fatores de transcricdo como o NF-kB
e 0 STAT3, que modulam a expressdo de genes para proteinas envolvidas diretamente com
metastase e proliferacdo (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012). Como em outros
experimentos jd realizados, a goniotalamina poderia atuar inibindo alguma dessas cascatas
e entdo regulando negativamente a expressdo dos fatores pré-metastdticos, ativando

inclusive vias pré-apoptoticas. Para resolver essa questdo, novos testes deverdo ser
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realizados avaliando-se a capacidade de inibi¢do de migracdo celular, dosagens dos niveis

de metaloproteinases, IL.-8 e outras quimiocinas.

7.3 Avaliacdo do tipo de morte celular induzido pela goniotalamina sobre a

linhagem SK-MEL-2 e SK-MEL-2 transfectada com Bcl-X;,

Com o objetivo de avaliar se no processo de morte celular induzido pela
goniotalamina hd envolvimento das proteinas da familia Bcl-2, avaliou-se a inducdo de
morte celular em células tumorais de melanoma humano (SK-MEL-2) transfectadas ou ndo
com o gene para Bcl-Xp, através de kit para multicaspases, por citometria de fluxo.
Utilizou-se rac-GTN nas concentragdes de 5, 10 e 20 pg/mL, tratamentos de 12 e 24 horas
(Figuras 54 e 55).

A goniotalamina, nas diferentes concentragdes, induz apoptose na linhagem SK-
MEL-2, o que € traduzido pela marcagdo das células com o SR-VAD-FMK, um inibidor
inespecifico de caspases. Nos tratamentos de 12 horas, a diminui¢do de viabilidade chega a
61,2 % com o tratamento de 20 pg/mL, sendo que o tratamento com a menor concentragao
jé € suficiente para diminuir em 20,7% a viabilidade celular (Figura 54). Com 24 horas de
tratamento esse efeito € ainda mais expressivo, com diminui¢do de 42,3% da viabilidade
celular na menor concentracio (Figura 55). E importante observar que mesmo com 12
horas de tratamento com qualquer uma das concentragdes de rac-GTN avaliadas, a maior
concentracdo de células acometidas pelo processo apoptético ja se encontra duplamente

marcada, ou seja, em processo de apoptose tardia (Figura 54).
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Figura 54 - Avaliacao da ativacao de caspases pela goniotalamina em células SK-

MEL-2, transfectadas ou nao com Bcl-Xy, ap6s 12 horas de tratamento
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respectivamente).
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Figura 55 - Avaliacao da ativacao de caspases pela goniotalamina em células

SK-MEL-2, transfectadas ou nao com Bcl-Xy, apés 24 horas de tratamento.
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Ja na linhagem transfectada com Bcl-X; a atividade da goniotalamina € menos
potente: nas células tratadas com a maior concentragdo ha diminui¢ao maxima de 20,36% e
37,90% na viabilidade celular apés 12 e 24 horas de tratamento respectivamente, havendo,
portanto, menos células acometidas pelo processo apoptético (Figuras 54 e 55). Esses
resultados sugerem que a via apoptética induzida pela goniotalamina nas linhagens SK-
MEL-2 € principalmente a via extrinseca, havendo ativagdo da via intrinseca para
amplificacdo do sinal apoptoético.

As proteinas antiapoptoéticas da familia Bel-2 (Bcl-2, Bel-X1) sdo responsdveis por
conferir resisténcia a morte celular e estdo relacionas a inlimeros processos de resisténcia a
quimioterapia (Adam & Cory, 2007). Sua atuagdo € consequéncia da ligacdo as proteinas
pro-apoptoticas da familia Bel-2 (Bax, Bak), prevenindo sua ativacdo e por atuagdo nos
canais da membrana externa da mitocondria impedindo a saida de citocromo c¢ e assim o
desencadeamento do processo apoptético (Ashkenazi, 2008; Weinberg, 2008). A razao
entre Bcl-2 e Bax ou Bcl-X;, e Bak é uma fator decisivo na ativagdo do processo de morte
celular (Choi et al, 2006). Dessa forma, pode-se sugerir que em condi¢des normais (SK-
MEL-2 ndo transfectada), a razdo existente entre Bcl-2 e Bax-Bad seja favoravel a
manutencdo da sinalizacdo promovida pela goniotalamina a favor da apoptose, havendo
disparo da via extrinseca, com ativacdo da via intrinseca para amplificar o sinal. J4 no caso
de superexpressao de Bcl-Xp (SK-MEL-2 transfectada), essa razdo provavelmente
desfavorece o processo apoptotico, havendo bloqueio da interacdo entre Bax-Bak e a

mitocondria e assim ndo ha sinalizagc@o para a via intrinseca, somente a extrinseca (Figura

56).
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Figura 56 - Hipétese para a induciao de apoptose pela goniotalamina nas linhagens
SK-MEL-2 e SK-MEL-2/Bcl-X},
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Hipdtese para a inducgdo de apoptose pela rac-GTN nas linhagens SK-MEL-2 e SK-MEL-2 transfectada com
Bcl-X,. A goniotalamina poderia ativar a via apoptética extrinseca, que levaria a ativagdo direta de caspases
efetoras e a amplificacdo da resposta mediante ativag@o da via apoptética intrinseca. No caso de aumento de
expressdo das proteinas anti-apoptéticas da familia Bcl-2, nesse caso a Bcl-X, hd inibi¢do da ativacio de Bax
e Bak, havendo somente o sinal extrinseco, o que diminuiria a porcentagem de células em apoptose. Figura
modificada de Ashkenazi, A (2008). Targeting the extrinsic apoptosis pathway in cancer. Cytokine & Growth
Factor Reviews 19:325-331.

De fato, a via extrinseca pode agir diretamente sobre as caspases efetoras ou ainda
amplificar seu sinal e disparar a cascata apoptética intrinseca. Para avaliar tal mecanismo,
outros experimentos serdo realizados avaliando-se a ativagdo de caspases 8 e 9 pela

goniotalamina nessas linhagens de melanoma.
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Observacgoes gerais acerca da atividade pré-apoptotica da goniotalamina

Com base nos experimentos realizados nesse trabalho de doutorado pode-se concluir
que a goniotalamina apresenta atividade pré-apoptética, ao menos nas trés linhagens aqui
avaliadas. O sinal que inicia essa cascata ainda deve ser explorado, podendo ser a liberacao
de ROS, como propdem Inayat-Hussain et al em diversos trabalhos, com base na
diminui¢do de GSH e na indu¢do de dano ao DNA, que levardo ao disparo do programa de
apoptose extrinseca e intrinseca. O fato de haver indugcdo de expressdo do gene para
caspase 8 no estudo com animais knockouts para IL-10 aliado ao fato de haver inducdo de
caspase 8 nos estudos com HT-29 permitem sugerir que hd ainda um sinal externo
produzido pela goniotalamina que leva ao disparo inicial da cascata apoptdtica extrinseca,
com ativacdo da cascata apoptética intrinseca. A ativacdo de caspase 8 leva a ativacdo de
caspases executores 3 e 7, que sinalizam para a morte celular ou ainda a caspase 3 pode
clivar e ativar a proteina pro-apoptoética da familia Bcl-2, a Bid, que migra para o canal
mitocondrial fazendo com que ele se abra e libere citocromo ¢, com ativacio de caspase 9,
amplificando os sinais pré-apoptéticos do programa extrinseco pelo recrutamento de
elementos do programa intrinseco. Corroborando com essa hipdtese estdo os resultados que
mostram a ativacdo de caspase 9 em HT-29 e o fato de que na linhagem de SK-MEL-2 que
expressa mais Bcl-X; hd diminuicdo da resposta apoptética, porém nao eliminagao total do
sinal. Ainda que menor, hd diminuicdo da porcentagem de células vidveis e € importante
notar que as células comprometidas ndo possuem marcagdo exclusiva de 7-AAD, o que
exclui a morte por necrose, levando a sugestdo de que nessas cé€lulas a goniotalamina
sinaliza para o programa de apoptose extrinseco, que agird independentemente da

mitocondria.
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8 - Consideracaes finais

Cancer € um conjunto de doencas.

Tumores sélidos sdo como 6rgdos e 6rgaos necessitam de suprimento e suporte do
estroma circundante.

Células tumorais ndo trabalham sozinhas, mas contam com aliados que as
circundam, as células acessorias.

O tumor € mantido por um ambiente dindmico e complexo, que atua em prol da
proliferacdo e sobrevivéncia.

Esses fatos mostram que a biologia tumoral ndo pode mais ser tratada levando-se
em consideracdo somente as caracteristicas das células tumorais, mas sim englobar as
contribuicdes do microambiente que circunda o tumor. Um conjunto de doencas ndo pode
ser tratado com uma terapia, mas sim com um conjunto de terapias que contemple
multiplos mecanismos: terapias multialvos. Mesmo porque a origem de um tumor nio €
“single”, mas “multi”’: ndo ¢ a mutacdo de um gene, mas de quatro ou sete. As células
tumorais ndo apenas resistem aos processos de apoptose, mas também sdo capazes de se
proliferar de maneira autosustentada, evitando sinais supressores de tumor, induzindo
angiogénese, invadindo e produzindo metastases. O tumor, através de ferramentas como a
instabilidade gendmica, mutacdes e inflama¢do, manipula o metabolismo energético a seu
favor, sem induzir imunidade. Ou seja: € necessdrio barrar multiplos mecanismos para
conter o desenvolvimento tumoral.

A goniotalamina racémica apresenta atividade antiproliferativa, anti-inflamatoria,
antinociceptiva, induz apoptose, previne o desenvolvimento de inflamacdo cronica
aparentemente sem toxicidade nas doses efetivas. Os resultados obtidos até aqui apontam
para uma molécula promissora, com acdo multialvos, ndo somente sobre as células
tumorais, mas também sobre o ambiente tumoral, modulando a tumorigénese. Além disso,
sua sintese € simples, em trés etapas com rendimento excelente, possuindo assim um 6timo

perfil para aplicagdo em terapias combinatodrias.
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Conclusoes

- A rota sintética assimétrica e racémica da goniotalamina é passivel de ser realizada
em larga escala, o que permite a avaliacdo da goniotalamina em modelos experimentais in
vivo e de longa duracao.

- A goniotalamina em suas formas de racemato e enantiomericamente puras
apresenta atividade antiproliferativa in vitro, em concentragdes na ordem de uM, sendo que
os resultados obtidos para rac-GTN sdo compardveis aos de seus enantiomeros. Esses
dados, aliados ao o6timo rendimento da rota sintética favoreceram a insercdo da
goniotalamina racémica nos estudos in vivo.

- A rac-GTN induziu morte por apoptose nas linhagens tumorais humanas de c6lon
(HT-29) e de melanoma (SK-MEL-2), com ativacdo das vias intrinseca e extrinseca. O
envolvimento da via mitocondrial ndo € essencial para a ativagdo apoptética, o que foi
confirmado com a linhagem SK-MEL-2 transfectada com Bcl-X;, pois a atividade
apoptotica da rac-GTN nessa linhagem foi reduzida, porém nao foi anulada, o que permite
concluir que a via intrinseca € ativada para amplificacdo do sinal apoptético e ndo como via
principal.

- A atividade antiproliferativa observada in vitro foi confirmada in vivo, através da
reducdo do crescimento tumoral nos modelos de tumor soélido e ascitico de Ehrlich e
melanoma B16-F10. Essa a¢ado sist€émica ndo produziu sinais aparentes de toxicidade nas
doses efetivas.

- A goniotalamina reduziu o edema de pata produzido por diversos agentes
inflamatorios e apresentou atividade antinociceptiva em modelos de nocicep¢ao produzidos
também por processos inflamatdrios.

- A relacdo entre a atividade anti-inflamatéria e anticincer da goniotalamina foi
confirmada pela redu¢do do processo inflamatério e tumoral em modelos de colite induzida

por TNBS e de colite espontanea que evolui para carcinogénese.
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- A diminui¢do da expressdo de TNFa e¢ de MMP-9, mediadores comuns da
inflamacdo e cancer, reforca essa relacdo.

- Os resultados obtidos e o perfil multi-alvos apresentado pela goniotalamina
sugerem sua avaliacdo em terapias combinatérias para tratamento de processos

inflamatorios cronicos e de cancer.

150



Referéncias Bibliogrificas

151



152



Referéncias Bibliogrificas

Adams JM, Cory S. (2007). The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and therapy.
Oncogene, 26: 1324-1337.

Aggarwal BB, Shishodia S, Sandur SK, Pandey MK, Sethi G. (2006). Inflammation and
cancer: how hot is the link?. Biochem Pharmacol, 72: 1605-1621.

Aggarwal BB, Vijayalekshmi RV, Sung B. (2009). Targeting inflammatory pathways for
prevention and therapy of cancer: short-term friend, long-term foe. Clin. Cancer Res, 15: 425-430.

Ashkenazi A. (2008). Targeting the extrinsic apoptosis pathway in cancer. Cytokine Growth
Factor Rev, 19(3-4): 325-331.

ATCC: The essentials of life science research. http://www.atcc.org acessado no dia
19/03/2012

Baguley BC. (2002). A brief history of cancer chemotherapy. In: Baguley BC & Kerr D.
Anticancer drug development. Academic press.

Balkwill F, Mantovani A. (2001). Inflammation and cancer: back to Virchow? Lancet, 357:
539-545.

Balkwill F. (2006). TNFa in promotion and progression of cancer. Cancer Metastasis Rev,
25: 409-416.

Balkwill F. (2009). Tumour necrosis factor and cancer. Nat Rev Cancer, 9(5): 361-371.

Balunas MJ, Jones WP, Chin YW, Mi Q, Farnsworth NR, Soejarto DD, Cordell GA,
Swanson SM, Pezzuto JM, Chai HB, Kinghorn AD. (2006). Relationships between inhibitory
activity against a cancer cell line panel, profiles of plants collected, and compound classes isolated
in an anticancer drug discovery project. Chem Biodivers, 3: 897-915.

Barcelos RC, Pastre JC, Caixeta V, Vendramini-Costa DB, Carvalho JE, Pilli RA. (2012).
Synthesis of methoxylated goniothalamin, aza-goniothalamin and y-pirones and their in vitro
evaluation against human cancer cells. Bioorg Med Chem, 20(11): 3635-3651.

Barnes PJ. (2010b). Mechanisms and resistance in glucocorticoid control of
inflammation. J Steroid Biochem Mol Biol, 120: 76-85.

Berg DJ, Davidson N, Kiihn R, Miiller W, Menon S, Holland G, Thompson-Snipes L,

Leach MW, Rennick D. (1996). Enterocolitis and colon cancer in interleukin-10-deficient mice are

153



associated with aberrant cytokine production and CD4(+) TH1-like responses. J Clin Invest, 98(4):
1010-1020.

Bergami-Santos PC, Mariano M, Barbuto JAM. (2004). Dual role of polymorphonuclear
neutrophils on the growth of Ehrlich ascites tumor (EAT) in mice. Life Sci, 75: 245-255.

Bertagnolli M, Viner JL, Hawk ET. (2008). Cyclooxygenase-2 as a target for cancer
prevention and treatment. In: Molecular Targeting in Oncology (Cancer Drug Discovery and
Development). Editors: Kaufman HL, Wadler S, Antman K. Springer Sciences. USA.

Bincoletto C, Eberlin S, Figueiredo CA, Luengo MB, Queiroz ML. (2005). Effects
produced by royal jelly on haematopoiesis: relation with host resistance against Ehrlich ascites
tumour challenge. Int Immunopharmacol, 5: 679—688.

Bissell MJ, Hines WC. (2011). Why don't we get more cancer? A proposed role of the
microenvironment in restraining cancer progression. Nat Med, 17(3): 320-329.

Bosch-Presegué L, Vaquero A. (2011). The dual role of sirtuins in cancer. Genes Cancer,
2(6): 648-662.

Breakman A, Singh KE, Polotskaia A, Kundu N, Bargonetti J. (2011). A p53-independent
role of Mdm?2 in estrogen-mediated activation of breast cancer cell proliferation. Breast Cancer
Res, 13(1): R3.

Brown NJ, Roberts II LJ. (2001). Histamine, Bradykinin, and their antagonists. In Goodman
& Gilmans - The Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed. Ed. Hardman JG, Limbird LE,
Gilman AG. McGraw-Hill-International Edition.

Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, Mueller R, Nolan T,
Pfaffl MW, Shipley GL, Vandesompele J, Wittwer CT. (2009). The MIQE guidelines: minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem, 55(4): 611-622.

Campanholle G, Landgraf RG, Borducchi E, Semedo P, Wang PHM, Amano MT, Russo
M, Pacheco-Silva A, Jancar S, Camara NOS. (2010). Bradykinin inducible receptor is essential to
lipopolysaccharide-induced acute lung injury in mice. Eur J Pharmacol, 634: 132—137.

Campos MM, Calixto JB. (1995). Involvement of B, and B, receptors in bradykinin-
induced rat paw oedema. Br J Pharmacol, 114(5): 1005-1013.

Carvalho WA, Carvalho RDS, Rios-Santos F. (2004). Analgésicos inibidores especificos da
ciclooxigenase-2: Avancgos terapéuticos. Rev Bras Anestesiol, 54(3): 448-464.

Chabner BA, Roberts TG Jr. (2005). Timeline: Chemotherapy and the war on cancer. Nat
Rev Cancer, 5(1): 65-72.

154



Chan KM, Rajab NF, Siegel D, Din LB, Ross D, Inayat-Hussain SH. (2010).
Goniothalamin induces coronary artery smooth muscle cells apoptosis: The pS3-dependent caspase-
2 activation pathway. Toxicol Sci, 116: 533— 548.

Chen WY, Wu CC, Lan YH, Chang FR, Teng CM, Wu YC. (2005). Goniothalamin induces
cellcycle-specific apoptosis by modulating the redox status in MDA-MB-231 cells. Eur J
Pharmacol, 522(1-3): 20-29.

Cheung KL, Khor TO, Huang MT, Kong AN. (2010). Differential in vivo mechanism of
chemoprevention of tumor formation in azoxymethane/dextran sodium sulfate mice by PEITC and
DBM. Carcinogenesis, 31(5): 880-885.

Choi HJ, Yee SB, Park SE, Im E, Jung JH, Chung HY, Choi YH, Kim ND. (2006).
Petrotetrayndiol A induces cell cycle arrest and apoptosis in SK-MEL-2 human melanoma cells
through cytochrome c-mediated activation of caspases. Cancer Lett, 232: 214-225.

Cirino G, Peers SH, Flower RJ, Browning JL, Pepinsky RB. (1989). Human recombinant
lipocortin 1 has acute local anti-inflammatory properties in the rat paw edema test. Proc Natl Acad
Sci USA, 86(9): 3428-3432.

Claudino RF, Kassuya CA, Ferreira J, Calixto JB. (2006). Pharmacological and molecular
characterization of the mechanisms involved in prostaglandin E2-induced mouse paw edema. J
Pharmacol Exp Ther, 318(2): 611-618.

Colotta F, Allavena P, Sica A, Garlanda C, Mantovani A. (2009). Cancer-related
inflammation, the seventh hallmark of cancer: links to genetic instability. Carcinogenesis, 30: 1073-
1081.

Costa R, Fernandes ES, Menezes-de-Lima Jr O, Campos MM, Calixto JB. (2006). Effect of
novel selective non-peptide kinin B1 receptor antagonists on mouse pleurisy induced by
carrageenan. Peptides, 27: 2967-2975.

Coussens LM, Werb Z. (2002). Inflammation and cancer. Nature, 420: 860-867.

Cragg GM, Newman DJ. (1999). Discovery and development of antineoplasic agents from
natural sources. Cancer Invest, 17:153-163.

Cragg GM, Newman DJ. (2005). Plants as a source of anti-cancer agents. J
Ethnopharmacol, 100(1-2): 72-79.

Cragg GM, Newman DIJ. (2009). Nature: a vital source of leads for anticancer drug
development. Phytochem Rev, 8: 313-331.

Cragg GM, Grothaus PG, Newman DJ. (2009). Impact of natural products on developing
new anti-cancer agents. Chem Rev, 109: 3012-3043.

155



Cromer WE, Mathis JM, Granger DN, Chaitanya GV, Alexander JS. (2011). Role of the
endothelium in inflammatory bowel diseases. World J Gastroenterol, 17: 578-593.

de Fatima A, Kohn LK, Antonio MA, de Carvalho JE, Pilli RA. (2005) R-Goniothalamin:
total syntheses and cytotoxic activity against cancer cell lines. Bioorg Med Chem, 13 (8): 2927-
2933.

de Fiatima A, Kohn LK, Carvalho JE, Pilli RA. (2006). Cytotoxic activity of (S)-
goniothalamin and analogues against human cancer cells. Bioorg Med Chem, 14 (3): 622-631.

de Fatima A, Zambuzzi WF, Modolo LV, Tarsitano CA, Gadelha FR, Hyslop S, Carvalho
JE, Salgado I, Ferreira CV, Pilli RA. (2008). Cytotoxicity of goniothalamin enantiomers in renal
cancer cells: involvement of nitric oxide, apoptosis and autophagy. Chem Biol Interact, 176(2-3):
143-150.

de Groot DJ, de Vries EG, Groen HJ, de Jong S. (2007). Non-steroidal anti-inflammatory
drugs to potentiate chemotherapy effects: from lab to clinic. Crit Rev Oncol Hematol, 61: 52—69.

Decker S, Hollingshead M, Bonomi CA, Carter JP, Sausville EA. (2004). The hollow fiber
model in cancer drug screening: the NCI experience. Eur J Cancer, 40(6): 821-826.

Denny WA. (2001). The contribution of synthetic organic chemistry to anticancer drug
development. In: Baguley BC, Kerr D. Anticancer drug development. Academic press.

Derynck R, Akhurst RJ, Balmain A. TGF-f signaling in tumor suppression and cancer
progression. Nature Genet, 29: 117-29.

DeVita VT Jr, Chu E. (2008). A History of Cancer Chemotherapy. Cancer Res, 68: 8643-
8653.

Di Lorenzo A, Fernandez-Hernando C, Cirino G, Sessa WC. (2009). Aktl is critical for
acute inflammation and histamine-mediated vascular leakage. Proc Natl Acad Sci USA, 106:
14552-14557.

Dumitrescu L, Mai Huong DT, Van Hung N, Crousse B, Bonnet-Delpon D. (2010).
Synthesis and cytotoxic activity of fluorinated analogues of Goniothalamus lactones. Impact of
fluorine on oxidative processes. Eur J Med Chem, 45(7): 3213-3218.

Egeblad M, Nakasone ES, Werb Z. (2010). Tumors as organs: complex tissues that
interface with the entire organism. Dev Cell, 18: 884-901.

Faical S, Uehara MH. (1998). Systemic effects and withdrawal syndrome in chronic users
of corticosteroids. Rev Assoc Med Bras, 44(1): 69-74.

Fecchio D, Sirois P, Russo M, Jancar S. (1990). Studies on inflammatory response induced

by Ehrlich tumor in mice peritoneal cavity. Inflammation, 14(1): 125-132.

156



Frode TS, Souza GE, Calixto JB. (2001). The modulatory role played by TNF-alpha and IL-
1 beta in the inflammatory responses induced by carrageenan in the mouse model of
pleurisy. Cytokine, 13: 162—-168.

Frogne T, Benjaminsen RV, Sonne-Hansen K, Sorensen BS, Nexo E, Laenkholm AV,
Rasmussen LM, Riese DJ II, de Cremoux P, Stenvang J, Lykkesfeldt AE. (2009). Activation of
ErbB3, EGFR and Erk is essential for growth of human breast cancer cell lines with acquired
resistence to fulvestrant. Breast Cancer Res Treat, 114(2): 263-275.

Fulda S. (2009). Caspase-8 in cancer biology and therapy. Cancer Lett, 281(2): 128-133.

Galluzzi L, Vitale I, Abrams JM, Alnemri ES, Baehrecke EH, Blagosklonny MV, Dawson
TM, Dawson VL, El-Deiry WS, Fulda S, Gottlieb E, Green DR, Hengartner MO, Kepp O, Knight
RA, Kumar S, Lipton SA, Lu X, Madeo F, Vandenabeele P, White E, Yuan J, Zhivotovsky B,
Melino G, Kroemer G. (2011). Molecular definitions of cell death subroutines: Recommendations
of the Nomenclature Committee on Cell Death 2012. Cell Death Differ, 19: 107-120.

Gatenby RA, Gillie, RJ.(2008). A microenvironmental model of carcinogenesis. Nature
Rev. Cancer, 8:56-61.

Giner-Larza EM, Maiez S, Giner-Pons RM, Carmen Recio M, Rios JL. (2000). On the anti-
inflammatory and anti-phospholipase A, activity of extracts from lanostane-rich species. J
Ethnopharmacol, 73(1-2): 61-69.

Gomes NM, Rezende CM, Fontes SP, Hovell AM, Landgraf RG, Matheus ME, Pinto Ada
C, Fernandes PD. (2008). Antineoplasic activity of Copaifera multijuga oil and fractions against
ascitic and solid Ehrlich. J Ethnopharmacol, 119(1): 179-184.

Gomes-Santos AC, Moreira TG, Castro-Junior AB, Horta BC, Lemos L, Cruz DN,
Guimardes MAF, Cara DC, McCafferty DM, Faria AMC. (2012). New insights into the
immunological cganges in IL-10-deficient mice during the course of spontaneous inflammation in
the gut mucosa. Clin Dev Immunol, in press.

Gordaliza M. (2007). Natural products as leads to anticancer drugs. Clin Transl Oncol, 9:
767-776.

Gordon DJ, Barbie DA, D’Andrea D, Pellman D. (2011). In: DeVita VT Jr, Lawrence TS,
Rosenberg SA, Eds. Cancer: Principles & Practice of Oncology: Primer of the Molecular Biology
of Cancer. Philadelphia: Lippincott Willians & Wilkins.

Graeser R, Esser N, Unger H, Fichtner I, Zhu A, Unger C, Kratz F. (2010). INNO-206, the

(6-maleimidocaproyl hydrazone derivative of doxorubicin), shows superior antitumor efficacy

157



compared to doxorubicin in different tumor xenograft models and in an orthotopic pancreas
carcinoma model. Invest New Drugs, 28: 14-19.

Grisham MB, Beniot JN, Granger DN. (1990). Assessment of leukocyte involvement
during ischemia and reperfusion of intestine. Methods Enzymol, 186: 729-742.

Grivennikov SI, Karin M. (2010). Dangerous liaisons: STAT3 and NF-«B collaboration and
crosstalk in cancer. Cytokine Growth Factor Rev, 21(1): 11-19.

Giinther C, Martini E, Wittkopf N, Amann K, Weigmann B, Neumann H, Waldner MJ,
Hedrick SM, Tenzer S, Neurath MF, Becker C. (2011). Caspase-8 regulates TNFa-induced
epithelial necroptosis and terminal ileitis. Nature, 477(7364): 335-339.

Hanahan D, Weinberg RA. (2000). The hallmarks of cancer. Cell, 100:57-70.

Hanahan D, Weinberg RA. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, 144:
646-674.

Hanahan D, Coussens LM. (2012). Accessories to the crime: functions of cells recruited to
the tumor microenvironment. Cancer Cell, 21(3): 309-322.

Hogenesch H, Nikitin AY. (2012). Challenges in pre-clinical testing of anti-cancer drugs in
cell culture and in animal models. J Control Release, in press.

Holbeck SL. (2004). Update on NCI in vitro drug screen utilities. Eur J Cancer, 40: 785-
793.

Hollingshead MG, Alley MC, Camalier RF, Abbott BJ, Mayo JG, Malspeis L, Grever MR.
(1995). In vivo cultivation of tumor cells in hollow fibers. Life Sci, 57(2): 131-141.

Huber MA, Kraut N, Beug H. (2005). Molecular requirements for epithelial- mesenchymal
transition during tumor progression. Curr Opin Cell Biol, 17: 548-558.

Inayat-Hussain SH, Osman AB, Din LB, Ali AM, Snowden RT, MacFarlane M, Cain K.
(1999). Caspases-3 and 7- are activated in goniothalamin-induced apoptosis in human Jurkat T-
cells. FEBS Lett, 456(3): 379-383.

Inayat-Hussain SH, Annuar BO, Din LB, Ali AM, Ross D. (2003). Loss of mitochondrial
transmembrane potential and caspase-9 activation during apoptosis induced by the novel styryl-
lactone goniothalamin in HL-60 leukemia cells. Toxicol In vitro, 17(4): 433-439.

Inayat-Hussain SH, Chan KM, Rajab NF, Din LB, Chow SC, Kizilors A, Farzaneh F,
Williams GT. (2010). Goniothalamin-induced oxidative stress, DNA damage and apoptosis via
caspase-2 independent and Bcl-2 independent pathways in Jurkat T-cells. Toxicol Lett, 193(1): 108-
114.

158



Instituto Nacional do Cancer (INCA). (2012) http://www.inca.gov.br acesso em
24/04/2012.

Instituto  Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-EUA). (2012).
http://www.cancer.gov acesso em 19/03/2012.

Jurjus AR, Khoury NN, Reimund JM. (2004). Animal models of inflammatory bowel
disease. J Pharmacol Toxicol Methods, 50(2): 81-92.

Kanneganti M, Mino-Kenudson M, Mizoguchi E. (2011). Animal models of colitis-
associated carcinogenesis. J Biomed Biotechnol, 342637.

Kansra S, Yamagata S, Sneade L, Foster L, Ben-Jonathan N. (2005). Differential effects of
estrogen receptor antagonists on pituitary lactotroph proliferation and prolactin release. Mol Cell
Endocrinol, 239: 27-36.

Karin M, Greten FR. (2005). NF-xB: linking inflammation and immunity to cancer
development and progression. Nat Rev Immunol, 5: 749-759.

Keck GE, Geraci LS. (1993). Catalytic asymmetricallylation (CAA) reactions. II. A new
enantioselective allylation procedure. Tetrahedron Lett, 34(49): 7827-7828.

Kessenbrock K, Plaks V, Werb Z. (2010). Matrix metalloproteinases: Regulators of the
tumor microenvironment. Cell, 141: 52-67.

Kleeb SR, dos S Rizzo M, Dagli ML, Frussa-Filho R. (1999). Haloperidol increases
spreading and nitric oxide production in macrophages from tumor-bearing mice: a possible
mechanism for its antitumoral effect. Int J Immunopharmacol, 21(9): 575-580.

Ko YM, Wu TY, Wu YC, Chang FR, Guh JY, Chuang LY. (2011). Annonacin induces cell
cycle-dependent growth arrest and apoptosis in estrogen receptor- a-related pathways in MCF-7
cells. J Ethnopharmacol, 137(3): 1283-1290.

Kondoh H, Lleonart ME, Bernard D, Gil J. (2007). Protection from oxidative stress by
enhanced glycolysis; a possible mechanis of cellular immortalization. Histol Histopathol, 22: 85-90.

Kumar S, Rajkumar V. (2006). Thalidomide and lenalidomide for the treatment of multiple
myeloma. Eur J Cancer, 42: 1612-1622.

Kundun JK, Surh YJ. (2008). Inflammation: gearing the journey to cancer. Mutat Res,
659(1-2): 15-30.

Lam L, Hu X, Aktary Z, Andrews DW, Pasdar M. (2009). Tamoxifen and ICI 182,780
increase Bcl-2 levels and inhibit growth of breast carcinoma cells by modulating PI3K/AKT, ERK
and IGF-1R pathways independent of ERa. Breast Cancer Res Treat, 118(3): 605-621.

159


http://www.inca.gov.br/

Lapa AJ, Souccar C, Lima-Landman MTR, Castro MAS, Lima TCM. (2008). Métodos de
avaliagdo da atividade farmacolédgica de plantas medicinais. 5*. Ed— Setor de Produtos Naturais,
Departamento de Farmacologia, UNIFESP/EPM.

Li A, Dubey S, Varney ML, Dave BJ, Singh RK. (2003). IL-8 Directly Enhanced
Endothelial Cell Survival, Proliferation, and Matrix Metalloproteinases Production and Regulated
Angiogenesis. J Immunol, 170: 3369-3376.

Li H, Zhu H, Xu CJ, Yuan J. (1998). Cleavage of BID by caspase 8 mediate the
mitochondrial damage in the Fas pathway of apoptosis. Cell, 94(4): 491-501.

Li H, Fan X, Houghton JM. (2007). Tumor Microenvironment: The Role of the Tumor
Stroma in Cancer. J Cell Biochem, 101: 805-815.

Litchfield JT Jr, Wilcoxon F. (1949). A simplified method of evaluating dose-effect
experiments. J Pharmacol Exp Ther, 96(2): 99-113.

Lombardi M, Castoria G, Migliaccio A, Barone MV, Di Stasio R, Ciociola A, Bottero D,
Yamaguchi H, Appella E, Auricchio F. (2008). Hormone-dependent nuclear export of estradiol
receptor and DNA synthesis in breast cancer cells. J Cell Biol, 182: 327-340.

Longley DB, Harkin DP, Johnston PG. (2003). 5-fluorouracil: mechanisms of action and
clinical strategies. Nat Rev Cancer, 3(5): 330-338.

Mantovani A. (2007). Inflammation and cancer: the macrophage connection. Medicina,
67(2): 32-34.

Marquissolo C. (2009). Sintese e atividade biolégica de andlogos furanicos da
goniotalamina. Dissertacdo de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas. Campinas, Sdo
Paulo.

Martinez-Pastor B, Mostoslavsky R. (2012). Sirtuins, metabolism and cancer. Front
Pharmacol, 3: 22.

Mazzon E, Esposito E, Di Paola R, Muia C, Crisafulli C, Genovese T, Caminiti R, Meli R,
Bramanti P, Cuzzocrea R. (2008). Effect of tumour necrosis factor-a receptor-1 genetic deletion on
carrageenan-induced acute inflammation: a comparison with etanercept. Clin Exp Immunol, 153(1):
136-149.

McCawley LJ, Matrisian LM. (2001). Matrix metalloproteinases: they’re not just for matrix
anymore! Curr Opin Cell Biol, 13(5): 534-540.

Medzhitov R. (2010). Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell, 140: 771-
776.

160



Mi Q, Pezzuto JM, Farnsworth NR, Wani MC, Kinghorn AD, Swanson SM. (2009). Use of
the in vivo Hollow Fiber assay in natural products anticancer drug discovery. J Nat Prod, 72: 573-
580.

Monks A, Scudiero D,Skehan P, Shoemaker R, Paull K, Vistica D, Hose C, Langley J,
Cronise P, Vaigro-Wolff A, Gray-Goodrich M, Campbell H, Mayo J, Boyd M. (1991). Feasibility
of a High-Flux Anticancer Drug Screen Using a Diverse Panel of Cultured Human Tumor Cell
Lines. J Natl Cancer Inst, 83: 757-766.

Monteiro PA (2012). Atividade anticancer de extratos e fragdes obtidos de Croton
campestris A.St.-Hill. Dissertacdo de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas. Campinas,
Sao Paulo.

Morris GP, Beck PL, Herridge MS, Depew WT, Szewczuk MR, Wallace JL. (1989).
Hapten-induced model of chronic inflammation and ulceration on the rat colon. Gastroenterology,
96(3): 795-803.

Murakami M, Taketomi Y, Sato H, Yamamoto. (2011). Secreted phospholipase A,
revisited. J Biochem, 150(3): 233-255.

Nascimento FR, Cruz GV, Pereira PV, Maciel MC, Silva LA, Azevedo AP, Barroqueiro
ES, Guerra RN. (2006). Ascitic and solid Ehrlich tumor inhibition by Chenopodium ambrosioides
L. treatment. Life Sci, 78: 2650-2653.

Nelson AR, Fingleton B, Rothenberg ML, Matrisian LM. (2000). Matrix
metalloproteinases: biologic activity and clinical implications. J Clin Oncol, 18: 1135-1149.

Nunes FP, Sampaio SC, Santoro ML, Sousa-e-Silva MC. (2007). Long-lasting anti-
inflammatory properties of Crotalus durissus terrificus snake venom in mice. Toxicon, 49(8): 1090-
1098.

O’Connor PM, Lapointe TK, Beck PL, Buret AG. (2011). Mechanisms by which
inflammation may increase intestinal cancer risk in inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel
Dis, 16: 1411-1420.

Oliveira C, Navarro-Xavier RA, Anjos-Vallota EA, Martins JO, Silveira VL, Goncalves
LR, Araujo MS, Motta G, Sannomiya P, Oliva ML. (2010). Effect of plant neutrophil elastase
inhibitor on leucocyte migration, adhesion and cytokine release in inflammatory conditions. Br J
Pharmacol, 161: 899-910.

Oloris SCS, Dagli MLZ, Guerra JL. (2002). Effect of beta-Caroltene on the development of
the solid Ehrlich tumor in mice. Life Sci, 71: 717-724.

161



Pedernera AM, Guardia T, Calderén CEG, Rotelli AE, de la Rocha NE, Saad J R, Lépez
Verrilli MA, Aseff SG, Pelzer LE. (2010). Anti-inflammatory effect of Acacia visco extracts in
animal models. Inflammopharmacol, 18: 253-260.

Penissi AB, Vera ME, Mariani ML, Rudolph MI, Cenal JP, de Rosas JC, Fogal TH, Tonn
CE, Favier LS, Giordano OS. (2009). Novel anti-ulcer o,B-unsaturated lactones inhibit compound
48/80-induced mast cell degranulation. Eur J Pharmacol, 612, 122-130.

Peppelenbosch MP, van Deventer SJ. (2004). T cell apoptosis and inflammatory bowel
disease. Gut, 53(11): 1556-1558.

Pihie AH, Stanslas J, Din LB. (1998). Non-steroid receptor-mediated antiproliferative
activity of styrylpyrone derivative in human breast cancer cell lines. Anticancer Res, 18(3A): 1739-
1743.

Posadas I, Bucci M, Roviezzo F, Rossi A, Parente L, Sautebin L, Cirino G. (2004).
Carrageenan-induced mouse paw oedema is biphasic, age-weight dependent and displays
differential nitric oxide cyclooxygenase-2 expression. Br J Pharmacol, 142(2): 331-338.

Quaglio AEV. (2011). HSP70, Heparanase e HPRT participam da resposta inflamatdria
intestinal induzida por TNBS em ratos. Dissertacdo de Mestrado. Universidade Estadual Paulista.
Botucatu, Sao Paulo.

Raj L, Ide T, Gurkar AU, Foley M, Schenone M, Li X, Tolliday NJ, Golub TR, Carr AS,
Shamji AF, Stern AM, Mandinova A, Schreiber SL, Lee SW. (2011). Selective killing of cancer
cells by a small molecule targeting the stress response to ROS. Nature, 475(7355): 231-234.

Rajab NF, Hamid ZA, Hassan H, Ali AM, Din LB, Inayat-Hussain SH. (2005). Evaluation
of the cytotoxic and genotoxic effects of goniothalamin in leukemic cell lines. Environ Mutagen
Res, 27: 161-164.

Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Flower RJ. (2007). Farmacologia. 6* edicao, Elsevier, Rio
de Janeiro, 718.

Ribeiro RA, Vale ML, Thomazzi SM, Paschoalato AB, Poole S, Ferreira SH, Cunha FQ.
(2000). Involvement of resident macrophages and mast cells in the writhing nociceptive response
induced by zymosan and acetic acid in mice. Eur J Pharmacol, 387(1): 111-118.

Roberts RA. (1989). Bradykinin receptors: characterization, distribution and mechanisms of
signal transduction. Prog Growth Factor Res, 1: 237-252.

Rubinstein LV, Shoemaker RH, Paull KD, Simon RM, Tosini S, Skehan P, Scudiero DA,

Monks A, Boyd MR. (1990). Comparison of in vitro anticancer-drug-screening data generated with

162



a tetrazolium assay versus a protein assay against a diverse panel of human tumor cell lines. J Natl
Cancer Inst, 82: 1113-118.

Rundhaug JE. (2005). Matrix metalloproteinases and angiogenesis. J Cell Mol Med, 9(2):
267-285.

Sacoman JL, Monteiro KM, Possenti A, Figueira GM, Foglio MA, Carvalho JE. (2008).
Cytotoxicity and antitumoral activity of dichloromethane extract and its fractions from
Pothomorphe umbellata. Braz J Med Biol Res, 41: 411-415.

Salvemini D, Wang ZQ, Wyatt PS, Bourdon DM, Marino MH, Manning PT, Currie MG.
(1996). Nitric oxide: a key mediator in the early and late phase in carrageenan-induced rat paw
inflammation. Br J Pharmacol, 118: 829-838.

Sandler RS, Halabi S, Baron JA, Budinger S, Paskett E, Keresztes R, Petrelli N, Pipas JM,
Karp DD, Loprinzi CL, Steinbach G, Schilsky R. (2003). A randomized trial of aspirin to prevent
colorectal adenomas in patients with previous colorectal cancer. N Engl J Med, 348: 883-890.

Santos ARS, Gadotti VM, Oliveira GL, Tibola D, Paszuck AP, Neto A, Spindola HM,
Souza MM, Rodrigues ALS, Calixto JB. (2005). Mechanisms involved in the antinociception
caused by agmatine in mice. Neuropharmacology, 48: 1021-1034.

Segura JA, Barbero LG, Marquez. (2000). Ehrlich ascites tumour unbalances splenic cell
populations and reduces responsiveness of T cells to Staphylococcus aureus enterotoxin B
stimulation. J Immunol Lett, 74: 111-115.

Scheinin T, Butler DM, Salway F, Scallon B, Feldmann M. (2003). Validation of the
interleukin-10 knockout mouse model of colitis: antitumour necrosis factor-antibodies suppress the
progression of colitis. Clin Exp Immunol, 133(1): 38-43.

Schetter AJ, Heegaard NH, Harris CC. (2010). Inflammation and cancer: interweaving
microRNA, free radical, cytokine and p53 pathways. Carcinogenesis, 31: 37-49.

Sellon RK, Tonkonogy S, Schultz M, Dieleman LA, Grenther W, Balish E, Rennick DM,
Sartor RB. (1998). Resident enteric bacteria are necessary for development of spontaneous colitis
and immune system activation in interleukin-10-deficient mice. Infect Immun, 66: 5224-5231.

Sheil B, MacSharry J, O’Callaghan L, O’Riordan A, Waters A, Morgan J, Collins JK,
O’Mahony L, Shanahan F. (2006). Role of interleukin (IL10) in probiotic-mediated immune
modulation: an assessment in wild-type and IL-10 knockout mice. Clin Exp Immunol, 144(2): 273-
280.

163



Shi B, Liang J, Yang X, Wang Y, Zhao Y, Wu H, Sun L, Zhang Y, Chen Y, Li R, Zhang Y,
Hong M, Shang Y. (2007). Integration of Estrogen and Wnt Signaling Circuits by the Polycomb
Group Protein EZH?2 in Breast Cancer Cells. Mol Cell Biol, 27(14): 5105-5119.

Shoemaker RH. (2006). The NCI60 human tumor cell line anticancer drug screen. Nat Rev
Cancer, 6: 813-823.

Skehan P, Storeng R, Scudiero D, Monks A, McMahon J, Vistica D, Warren JT, Bokesch
H, Kenney S, Boyd MR. (1990). New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening.
J Natl Cancer Inst, 82: 1107-1118.

Smith JA, Ngo H, Martin MC, Wolf JK. (2005). An Evaluation of Citotoxicity of the
Taxane and Platinum Agents Combination Treatment in a Panel of Human Ovarian Carcinoma Cell
Lines. Gynecol Oncol, 98: 141-145.

Soto AM, Sonnenschein C, Chung KL, Fernandez MF, Olea N, Serrano FO. (1995). The E-
SCREEN assay as a tool to identify estrogens: na update on estrogenic environmental pollutants.
Environ Health Perspect, 103, suplemento 7: 113-122.

Spindola HM, Servat L, Denny C, Rodrigues RA, Eberlin MN, Cabral E, Sousa IM,
Tamashiro JY, Carvalho JE, Foglio MA. (2010). Antinociceptive effect of geranylgeraniol and
60,7B-dihydroxyvouacapan-17p-oate methyl ester isolated from Pterodon pubescens Benth. BMC
Pharmacol, 10: 1.

Spindola HM, Vendramini-Costa DB, Rodrigues MT Jr, Foglio MA, Pilli RA, Carvalho JE.
(2012). The antinociceptive activity of harmicine on chemical-induced neurogenic and
inflammatory pain models in mice. Pharmacol Biochem Behav, 102(1): 133-138.

Stamenkovic 1. (2000). Matrix metalloproteinases in tumor invasion and metastasis. Semin
Cancer Biol, 10(6): 415-433.

Stewart HL. (1959). The Cancer Investigator. Cancer Res, 19: 804-818.

Stewart JM, Gera L, Chan DC, York EJ, Simkeviciene V, Bunn PA Jr, Taraseviciene-
Stewart L. (2005). Combination cancer chemotherapy with one compound: Pluripotent bradykinin
antagonists. Peptides, 26: 1288-1291.

Stewart JM, Gera L. (2006). Bradykinin and Cancer. In: Handbook of Biologically Active
Peptides. Louisiana, USA: Ed. Abba Kastin.

Strober W, Ludvksson BR, Fuss 1J. (1998). The pathogenesis of mucosal inflammation in
murine models of inflammatory bowel disease and Crohn disease. Ann Intern Med, 128(10): 848-

856.

164



Sturlan S, Oberhuber G, Beinhauer BG, Tichy B, Kappel S, Wang J, Rogy MA. (2001).
Interleukin-10-deficient mice and inflammatory bowel disease associated cancer development.
Carcinogenesis, 22(4): 665-671.

Sundarraj S, Kannan S, Thangam R, Gunasekaran P. (2012). Effects of the inhibition of
cytosolic phospholipase A,a in non-small cell lung cancer cells. J Cancer Res Clin Oncol, 138:
827-835.

Tai N, Kuwabara K, Kobayashi M, Yamada K, Ono T, Seno K, Gahara Y, Ishizaki J, Hori
Y. (2010). Cytosolic phospholipase A, alpha inhibitor, pyrroxyphene, displays anti-arthritic and
anti-bone destructive action in a murine arthritis model. Inflamm Res, 59: 53—-62.

Talero E, S4nchez-Fidalgo S, Alarcén de La Lastra C, Illanes M, Calvo JR, Motilva V.
(2008). Acute and chronic responses associated with adrenomedullin administration in experimental
colitis. Peptides, 29: 2001-2012.

Temmink OH, Prins HJ, van Gelderop E, Peters GJ. (2007). The hollow fiber assay as a
model for in vivo pharmacodynamics of fluoropyrimidines in colon cancer cells. Br J Cancer,
96(1): 61-66.

Teng MWL, Scheidt B, Duret H, Towne JE, Smyth MJ. (2011). Anti-IL-23 monoclonal
antibody synergizes in combination with target therapies or IL-2 to suppress tumor growth and
metastases. Cancer Res, 71: 2077-2086.

Tosato G, Segarra M, Salvucci O. (2010). Cytosolic Phospholipase A, and Cancer: A Role
in Tumor Angiogenesis. J Natl Cancer Inst, 102 (18): 1377-1379.

Trachootham D, Alexandre J, Huang P. (2009). Targeting cancer cells by ROS-mediated
mechanisms: a radical therapeutic approach? Nat Rev Drug Discov, 8: 579-591.

Trédan O, Galmarini CM, Patel K, Tannock IFJ. (2007). Drug Resistance and the Solid
Tumor Microenvironment. J Natl Cancer Inst, 99: 1441-1454.

Vendramini-Costa DB, Castro IBD, Ruiz ALTG, Marquissolo C, Pilli RA, Carvalho JE.
(2010). Effect of goniothalamin on the development of Ehrlich solid tumor in mice. Bioorg Med
Chem, 18: 6742-6747.

Vendramini-Costa DB, Carvalho JE. (2012). Molecular Link Mechanisms between
Inflammation and Cancer. Curr Pharm Des, 18 (26): 3831-3852.

Visser KE, Eichten A, Coussens LM. (2006). Paradoxical roles of the immune system

during cancer development. Nat Rev Cancer, 6: 24-37.

165



Wach JY, Giittinger S, Kutay U, Gademann K. (2010). The cytotoxic styryl lactone
goniothalamin is an inhibitor of nucleocytoplasmic transport. Bioorg Med Chem Lett, 20(9): 2843-
2846.

Walczak H. (2011). TNF and ubiquitin at the crossroads of gene activation, cell death,
inflammation, and cancer. Immunol Rev, 244: 9-28.

Wang D, Dubois RN. (2010). Eicosanoids and cancer. Nat Rev Cancer, 10: 181-193.

Webster BR, Lu Z, Sack MN, Scott I. (2012). The role of sirtuins in modulating redox
stressors. Free Radic Biol Med, 52(2): 281-290.

Weinberg RA. (2008). A biologia do cdncer. Porto Alegre: Artmed.

Whiteside TL. (2008). The tumor microenvironment and its role in promoting tumor
growth. Oncogene, 27: 5904-5912.

Wiart C. (2007). Goniothalamus species: a source of drugs for the treatment of cancers and
bacterial infections? Evid Based Complement Alternat Med, 4(3): 299-311.

Wilson MS, Ramalingam TR, Rivollier A, Shenderov K, Mentink-Kane MM, Madala SK,
Cheever AW, Artis D, Kelsall BL, Wynn TA. (2011). Colitis and intestinal inflammation in IL10(-
/-) mice results from IL-13Ro2-mediated attenuation of I1L-13 activity. Gastroenterology, 140: 254—
264.

Winterbourn CC, Brennan SO. (1997). Characterization of the oxidation products of the
reaction between reduced glutathione and hypochlorous acid. Biochem J, 326(Pt 1): 87-92.

Witaicenis A, Luchini AC, Hiruma-Lima CA, Felisbino SL, Garrido-Mesa N, Utrilla P,
Galvez J, Di Stasi LC. (2011). Supression of TNBS-induced colitis in rats by 4-methylesculetin, a
natural coumarin: comparison with prednisolone and sulphasalazine. Chem Biol Interact, 195(1):
76-85.

Yao Z, Che XC, Lu R, Zheng MN, Zhu ZF, Li JP, Jian X, Shi LX, Liu JY, Gao WY.
(2007). Inhibition by tyroserleutide (YSL) on the invasion and adhesion of the mouse melanoma
cell. Mol Med, 13(1-2): 14-21.

Zhang JP, Qin HY, Wang L, Liang L, Zhao XC, Cai WX, Wei YN, Wang CM, Han H.
(2011). Overexpression of notch ligand DII1 in B16 melanoma cells leads to reduced tumor growth
due to attenuated vascularization. (2011). Cancer Lett, 309(2): 220-227.

Zhivotovsky B, Orrenius S. (2006). Carcinogenesis and apoptosis: paradigms and
paradoxes. Carcinogenesis, 27(10): 1939-1945.

166



Anexos

167



168



Anexo 1

Espectros de ressonancia magnética nuclear da goniotalamina

Rosi - CDC13 - 250 MHz - junO4rcbHl - GNT racémica
NAME junO4rcbH1
1

EXPNO
PROCNO 1
0 Date_ 20120604
Time 19.18
INSTRUM spect
0 | PROBHD 5mm QNP 1H/13

PULPROG 2930

N D 32768
SOLVENT CDCI3
NS 16
DS 0
SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
AQ 3.1654389 sec
RG 256
DW 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL {1 ========
NUC1 1H
P1 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1317509 MHz
Sl 32768
SF 250.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
22| el < o
0l ==l == — o

Espectro 1. "H.RMN (250 MHz, CDCl;) da goniotalamina racémica.
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Rosi - CDC13 - 250 MHz - jun0O4rcbC - GNT racémica

A b o N ® NAME  jun04rcbC1
o TN DO 0O 0N e Eég’éﬁo 11
e AR B B M SER 3 Date_ 20120604
Time 19.10
AN N/ INSTRUM ' spect
PROBHD 5mm QNP 1H/13
PULPROG 2gpg30
™ 16384
SOLVENT CDCI3
1) NS 10
DS 0
SWH 15060.241 Hz
le) FIDRES  0.919204 Hz
| AQ 0.5439988 sec
AN RG 812.7
DW 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA  1.89999998 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUGT 13C
P1 10.00 usec
PL1 100 dB
SFO1  62.9015280 MHz
—=—===== CHANNEL 2 ========
CPDPRG2 waltz16
NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SFO2  250.1310005 MHz
Si 32768
SF 62.8952390 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
AN A A Vi ! U ST — .
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Espectro 2. BC-RMN (62,5 MHz, CDCl5) da goniotalamina racémica.
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Rosi - CDC13 - 250 MHz

- junO4rcbD - GNT racémica

N oONMNoOoN

B QWO @ ~

< oA NNN N ~ D

N “ “

o
\

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

NAME jun04rcbD
EXPNO 1
PROCNO 1
Date_ 20120604
Time 19.04
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm QNP 1H/13

PULPROG dept135
TD 384
SOLVENT CDCI3
NS 65
DS 4
SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439988 sec
RG 1024
Dw 33.200 usec
DE 6.00 usec

E 298.2K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
d2 0.00344828 sec

d12 0.00002000 sec
0.001001 273 sec

P1 10.00 usec
p2 20.00 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 62.9015280 MHz
CPDPRG2 waltz16
NUC2 H
P3 13.25 usec

4 26.50 usec
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
SFO2 250.1310005 MHz
S| 32768
SF 62.8952390 MHz
WDW EM
SSB 0

Espectro 3. Dept 135 (62,5 MHz, CDCls) da goniotalamina racémica.
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Anexo 2

Artigos publicados durante o doutorado.

Trabalho apresentando resultados parciais do projeto de doutorado.
Vendramini-Costa et al, (2010). Effect of goniothalamin on the development of Ehrlich
solid tumor in mice. Bioorg Med Chem, 18: 6742-6747.

Bioorganic & Medicinal Chemistry 18 (2010} 6742-6747

Contents lists available at ScienceDirect Syt et
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journal homepage: www.elsevier.com/locate/bme

Effect of goniothalamin on the development of Ehrlich solid tumor in mice

Débora Barbosa Vendramini-Costa®®<, llton Barros Daltro de Castro®, Ana Licia Tasca Géis Ruiz",
Cilene Marquissolo®, Ronaldo Aloise Pilli*“*, Jodo Ernesto de Carvalho®®
*Programa de Pos-grodun oo em Biologia Celulor ¢ Estrutural Instituto de Blologia, Universidade Estodual de Compings {UNICAMP), CP G109, 13083-5970 Campines, 5P, Brozd

" pivisdo de Farmacologio ¢ Toxicologio, Centro Pluridiseplingr de Pesquises Quimicas, Biolgicas ¢ Agricolas (CPOBA), UNICAME. CP G171, 13083-970 Campinas, 5P, Brazil
“Deportamento de Quimicn Orgonica, Insttuto de Quimice, UNICAMP, (P 6154, 13083-970 Campings, SP. Braal

ARTICLE INFO ABSTRACT
Arficle history: In this work the antiproliferative activity of goniothalamin (1), both in racemic and in its enantiomeric
Received 29 May 2010 pure forms, in a solid tumor experimental model using laboratory animals is described. The antiedema-

Revised 19 July 2000
Accepted 22 fuly 2010
Available online 27 July 2010

togenic activity displayed by racemic 1 in the carrageenan edema model in mice together with the reduc-
tion of Ehrlich solid tumor model sugzest a relationship between anticancer and antiinflammatory
activities with the antiinflammatory activity favoring the antiproliferative activity itself.

@ 2010 Elsevier Lid. All rights reserved.

Kewwords:
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Mice
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Revisdo sobre os mecanismos que suportam a relacdo cancer-inflamacdo.
Vendramini-Costa DB, Carvalho JE. (2012). Molecular Link Mechanisms between Inflammation

and Cancer. Curr Pharm Des, 18(26): 3831-3852.
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US Nationsl ¢ Uegicrs

ional Library o
National Institutes of Health Advanced

Display Settings: (% Abstract Send to: (V)
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LCurr Pharm Des, 2012 May 22. [Epub ahead of prini]

Molecular Link Mechanisms between Inflammation and Cancer.

Vendramini-Costa DB, Carvalho JE.

Fharmacology and Texicology Division, Chemical, Biological and Agricultural Pluridisciplinary Research Center, Campinas State University, Campinas-SP, Brazil
carvalho_iz@yahoo.com.br,

Abstract

Inflammation is part of the body's response to internal and external environmental stimuli that normally eliminate the aggressor agent and restore the
tissue physiology. However, when it becomes chronic. it can cause several pathologies such as cardiovascular, diabetes, rheumatoid arthritis,
Alzheimer's, lung, autoimmune diseases and cancer. Currently, epidemiological data indicate that over 25% of all cancers are related to chronic
infections and other types of unresohved infi tion. Further evidence of this relationship is the fact that prolonged use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) has been associated with reduced risk for developing many types of cancers. Some randomized trials have shown that
NSAIDs have protective action against colon adenomas, breast, prostate, and lung cancers. The inflammation present on tumor microemironment is
characterized by leukocyte infiltration, ranging in size, distribution and composition, as: tumor-associated macrophages (TAM), mast cells, dendritic
cells, natural killer (NK) cells, neutrophils, eosinophils and lymphocytes. These cells produce a variety of cytotoxic mediators such as reactive
oxygen and nitrogen species (ROS and RNS respectively). serine and cysteine proteases, membrane perforating agents, matrix metalloproteinase
(MMP), tumor necrosis factor a (TNFa), interleukins (IL-1, IL-6, IL-8), interferons (IFNs) and enzymes, as cyclooxygenase-2 (COX-2), lipooxygenase-5
(LOX-5) and phospholipase A2 (PLAZ), which activate or are activated by transcription factors nuclear factor kB (NF-kB) and signal transducers and
activators of transcription-3 (STAT3). Initially this paper will briefly review the main mediators present on tumor microenvironment, addressing the
cytokines, chemokines, transcription factors, eicosanoid, and kinins and later, will present an overview of the role of inflammation in the different steps
of carcinogenesis.

PMID: 22632748 [PubMed - as supplied by pubsher]
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Trabalho realizado em parceria com o Instituto de Quimica-UNICAMP, parte do
projeto tematico “Biologia Quimica: Novos Alvos Moleculares Naturais e Sintéticos contra

o

o Cancer. Estudos Estruturais, Avaliacdao Biologica e Modo de Ac¢ao”, Processo FAPESP n
2009/51602-5.

Barcelos et al. (2012). Synthesis of methoxylated goniothalamin, aza-goniothalamin and -
pirones and their in vitro evaluation against human cancer cells. Bioorg Med Chem, 20(11): 3635-

3651.

Bloorganic & Medicinal Chemistry 20 (2012) 3635-3651

Contents lists available at SciVersa SclenceDirect PRrin - hatial
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Synthesis of methoxylated goniothalamin, aza-goniothalamin and y-pyrones
and their in vitro evaluation against human cancer cells

Rosimeire Coura Barcelos?, Julio Cezar Pastre ®, Vanessa Caixeta ®, Débora Barbosa Vendramini-Costa ™+,
Jodo Ernesto de Carvalho ", Ronaldo Aloise Pilli *®*
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Article history: The present work describes the preparation of three novel series of compounds based on the structure of
Received l_gl-il'llul_'!' EF”z goniothalamin, a natural styryl lactone which has been found to display cytotoxic and antiprodiferative
Revised 16 March 2012 activities against a variety of cancer cell lines. A focused library of 29 novel goniothalamin analogues

Accepted 23 March 2012

Available online 1 April 2012 was prepared and evaluated against seven human cancer cell lines. While the y-pyrones and the aza-

goniothalamin analogues were less potent than the lead compound, 2 4-dimethoxy analogue 88 has
shown o be more potent in vitro than goniothalamin against all cancer cell lines evaluated. Furthermore,
E?::[r:;amm it was mare potent than doxerubicin against NCI-ADR/RES, OVCAR-03 and HT-29 while being less toxic 1o

human keratinocytes (HaCar). The 3 5-dimethoxy analogue 80 and 2 4, 5-trimethoxy analogue 92 also dis-

::T::;féllsmw activity played promising antiproliferative activity when compared to goniothalamin (1). These results provide
y-Pyrones new elements for the design and synthesis of novel representatives of this family of natural compounds.
Dihydro-y-pyrones £ 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Aza-gonsothalamin
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Trabalho realizado em parceria com o Instituto de Quimica-UNICAMP e a Divisdo
de Fitoquimica-CPQBA-UNICAMP.

Spindola et al, (2012). The antinociceptive activity of harmicine on chemical-induced

neurogenic and inflammatory pain models in mice. Pharmacol Biochem Behav, 102(1): 133-138.

Pharmacology, Biochemismy and Behavior 102 {2012) 133-138

journal homepage: www.alsevier.comflocate/pharmbiochembeh
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Contents lists available at SciVerse Sclencelirect

The antinociceptive activity of harmicine on chemical-induced neurogenic and
inflammatory pain models in mice
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Ronaldo A. Pilli ?, Jodo E. Carvalho *
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ARTICLE INFD

ABSTRACT

Article history:

Received 19 Seprember 2011

Received in revised form 29 March 2012
Accepied 31 March 2012

Available online & April 2012

Keywords:
Antinocicepan
Medicinal chemistry
f-carbolines

Harmicine i a fi-carboline atkaloid isolated and identified as a major active compound present in many plant
species and marine invertebrates, This alkaloid exhibats a wide spectrum of pharmacological activities, in-
cluding antispasmaodic, antipyretic, and anticancer properties. This report described the antinociceptive prop-
erties of harmicine by means of chemical experimental models in order to evaluate the use for pain relief. The
results demonstrating the potential analgesic properties of harmicine administered intraperitoneally were
shown with the writhing test, reducing writhes around 680% (1 mg/kg), and in the formalin test, where har-
micine was more effective toward neurogenic (reducing reaction time around 0%, 1 mg/kg) than inflamma-
tory (63% reduction, 10 megfkg) pain responses. Furthermore, these effects may operate via vanilloid
receptors as revealed by the capsaicin test (41% reduction, with 3 ma/kg), as well as via peripheral glutamate
receptors as shown by the glutamate test (50% reduction, with 1 mg/kg). Moreover, the opioid antagonist
naloxone hydrochloride did not interfere in the antinocceptive properties of harmicine in the wnthing
test, revealing that this effect may not have a relationship with the opisid systems. Concluding, this report
highlights harmicine as a2 new candidate to be used as analgesic in the future, Therefore, further studies are
being undertaken in order to understand the exact mechanisms involved with the antinociceptive properties
of harmicine.

D 2012 Elsevier Inc. All rights reservied.
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18618-0), Botucatu, SP, Brazil

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, Universidade Estadual de Campinas, UNICAME. PO
Box 6171, 13083-970, Campinas, SF. Brazil

*Laboratorio de Farmacognesia, Faculdade de Citnoas Farmactuticas de Ribeirfo Preto, Universidade de Sio Paulo, 14040-903,
Ribeirdo Preto, SP, Bragil

The present study isolated three major active favonoids, two Navones named 4°.5,7-trimethoxy-luteolin
(1) and 6-hydroxy-5,7-dimethoxyflavene (2) and the flavanone S-hydroxy-6,7-dimethoxyflavanone (3) from
Zevheria montana dichloromethane leal extract. Isolation and purification were conducted with the
application of column chromatography and structures were assigned by spectral analysis. All compounds
were evaluated for cytotoxic activities against human tumor cell lines UACC-62 (melanoma), MCF-7 (breast),
NCI-ADR/RES (breast expressing phenotype multiple drug resistance), 786-0 (renal), NCI-H460 (lung, non-
small cells), PC-3 (prostate), OVCAR-3 (ovarian), HT-29 (colon) and K562 (leukemin) in wirro. All
compounds were active in different degrees on several tumor cell lines and flavanone 3 showed cytotoxicity
against almost all cell lines, particularly against human NCI-ADR/RES and K362 cell lines. In conclusion,
three antiproliferative compounds were isolated for the first time from Zeyheria montana and its leaves were
characterized as an important source of methoxylated flavones and flavanone as potential antitumor
compounds. Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Lid.

Keywords Zeyherin Montana, Bignoniaceae: favonoids; antiproliferative activity: flavones: favanoncs.
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Anexo 3

Aprovacdes do Comité de Etica no uso de animais de experimentacao.

Wz, N
oY o= )
P

uNICAMP

CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagdao Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1425-1, sobre "Atividade anticdncer e
mecanismo de morte celular de derivados de estiril lactonas” sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Débora Barbosa

Vendramini Costa esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comisséao de Etica na Experimentagcao Animal (CEEA)-
IB-UNICAMP em reuniao de 19 de dezembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1425-1, entitled "Anticancer activity and cell
death mechanisms of stiril lactones derivates", is in agreement with the Ethica

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Anima
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutiona
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -
UNICAMP) on december 19, 2007.

Campinas, 19 de dezembro de 2007

r. StepheHyslop Fatima AlJnso
Presidente em exercicio Secretaria Executiva

CFEFAN Inicamn Telefone: (19) 3521-635!
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CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2124-2, sobre "Afividade anticancer e

mecanismos de morte celular_de derivados de estiril-lactonas"”, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Débora Barbosa

Vandramini Costa, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais —
CEUA/Unicamp em 03 de maio de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 2124-2, entitied "Anticancer activity and cell
death mechanisms of stiril lactones derivates", is in agreement with the Ethical

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on May 3, 2010.

(Campinas, 03 de maio de 2010.
Profa. WW’Ména A. Guaraldo Fatima Alonso

Presidente ) Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http-/fwwiw.ib.unicamp.briceeal
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¥ : 3

CEUA/Unicamp

Comissiao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 2126-2, sobre "Atividade antiinflamatéria de

derivados de estiril-lactonas em modelos de edema de pata e estudos de

mecanismos de acdo através de mediadores inflamatérios”, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Débora Barbosa

Vandramini Costa, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissdo de FEtica no Uso de Animais -
CEUA/Unicamp em 03 de maio de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 2126-2, entitled " "is
in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on May 3, 2010.

Carﬁpinas, 03 de maio de 2010.
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A1 VAW -
7 a . — " ". -
Profa.@/a{/Ana aria A. Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUAJUNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil hitp:/fveww.ib.unicamp.briceeal
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DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha Tese de Doutorado intitulada
“Goniotalamina: atividade antitumoral e anti-inflamatéria”:

( ) n&o se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informag&o CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizag@o da(s) seguinte(s) Comisséo(6es):
( ) CIBio - Comissdo Intema de Biosseguranga , projeto n° , Instituigdo:

( X ) CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais , projeto n® 1423-1, 1425-1, 1435-1, 1417-1,
2126-2, 2124-1. Instituicéo: IB-UNICAMP.
( ) CEP - Comiss&o de Etica em Pesquisa, protocolo n® , Instituiggo:

* Caso a Comisséo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagdo
dada ao trabalho. Se a autorizag&o néo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagéo, deveré ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizag&o apresentado.

b Ji L (AR

Aluna: Barbosa Vendramini Costa

Orientador: Jodo Emesto de Carvalho

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura %«W M
Prasidente da Comssdo de Uso de Ammars

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinent S NNCAVP
( )Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura
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