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Resumo 
A carcinogênese é um processo longo, multi-etapas, onde células normais progressivamente 

adquirem um fenótipo neoplásico. Sua origem é favorecida por fatores genéticos, exposição à 
carcinógenos químicos, infecções crônicas e incorporação de mutações em genes envolvidos com a 
regulação da homeostase celular. O crescente entendimento da biologia tumoral tem fornecido alvos 
moleculares para a triagem orientada de quimioterápicos e de agentes quimiopreventivos, 
geralmente de origem natural ou sintetizados com base em produtos naturais. A evolução da 
química orgânica permitiu que compostos naturais fossem sintetizados de forma econômica e 
aperfeiçoados quanto às suas propriedades físico-químicas, favorecendo sua disponibilidade. Esse 
trabalho teve como foco a goniotalamina, uma estiril-lactona naturalmente encontrada na forma 
enantiomérica (R) em plantas do gênero Goniothalamus (Annonaceae). Foram sintetizadas as 
formas (R), (S) e racêmica, que em painel de nove linhagens tumorais humanas levaram à inibição 
de crescimento e morte celular com elevada potência. Apesar da potência sobre a MCF-7 
(carcinoma mamário responsivo ao estrógeno), estudos com estimulação estrogênica revelaram que 
a atividade da goniotalamina é independente da via hormonal. De qualquer maneira, a 
goniotalamina racêmica inibiu em 65% a proliferação da MCF-7 implantada em fibras 
semipermeáveis (hollow fiber) em camundongos. A citometria de fluxo revelou que o racemato de 
goniotalamina induz apoptose na linhagem tumoral de cólon HT-29 em baixa concentração (10 
μg/mL), com participação das caspases 8 e 9, sugerindo ativação das vias extrínseca e intrínseca. 
Houve também indução de apoptose na linhagem de melanoma humano SK-MEL-2, mas esse efeito 
diminuiu quando essa linhagem foi transfectada com Bcl-XL, inibidor apoptótico ligado à 
mitocôndria, sugerindo ativação principalmente da via apoptótica extrínseca, com ativação da via 
intrínseca para amplificação do sinal. A goniotalamina em suas três formas comprovou in vivo a 
atividade apresentada in vitro, pela inibição do desenvolvimento tumoral em modelo de tumor 
sólido e ascítico 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 
racêmica. Considerando que aproximadamente 25% dos tumores estão relacionados com 
inflamações crônicas, a goniotalamina racêmica foi avaliada em modelos de edema de pata induzido 
por carragenina e por diversos mediadores (fosfolipase A2, histamina/serotonina, prostaglandina E2 
e bradicinina), apresentando atividade anti-edematogênica em todos os modelos. Corroborando com 
esses resultados, a goniotalamina apresentou efeito antinociceptivo em modelos de algesia 
induzidos por processos inflamatórios. A goniotalamina inibiu o desenvolvimento de colite induzida 
por TNBS e o tratamento oral (30 mg/kg, três vezes por semana/três meses) preveniu o 
desenvolvimento de inflamação e câncer em animais deficientes em interleucina 10, sem apresentar 
sinais de toxicidade. Tais dados foram revelados após análise de dano macroscópico e microscópico 
(histologia) do cólon, havendo diminuição da expressão relativa dos genes para TNFα e MMP9, 
importantes no processo inflamatório e de invasão e metástase. Além disso, a goniotalamina 
diminuiu a incidência de metástase pulmonar em modelo de melanoma metastático. Os resultados 
obtidos e o perfil multi-alvos apresentado pela goniotalamina sugerem sua avaliação em terapias 
combinatórias para tratamento de processos inflamatórios crônicos e de câncer. 
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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 μg/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-XL, 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 A2, histamine/serotonin, prostaglandinE2 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  
TNFα 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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Introdução  

1 - Câncer 

Câncer é o termo utilizado para discriminar doenças caracterizadas pela divisão e 

crescimento desordenado de células, que são capazes de invadir outros tecidos e órgãos, 

espalhando-se para outras partes do corpo através de vasos sanguíneos e linfáticos. Câncer 

não é uma doença, mas um conjunto de doenças, havendo mais de 100 tipos diferentes de 

câncer (NCI-EUA, 2012; INCA, 2012).  

No Brasil, estima-se  que para o ano de 2013 serão aproximadamente 518.510 

novos casos, sendo que os tipos mais incidentes serão os cânceres de pele não melanoma, 

próstata, pulmão, estômago, cólon e reto para o sexo masculino e os cânceres de pele não 

melanoma, mama, colo do útero, glândula tireoide, cólon e reto para o sexo feminino. 

Estendendo-se as previsões para o mundo todo, a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

estima que no ano de 2030 tenhamos 27 milhões de casos incidentes de câncer (INCA 

2012).  

O surgimento de um câncer é um processo complexo que em geral leva décadas, 

onde células normais progressivamente adquirem um fenótipo neoplásico através do 

processo de carcinogênese. Esse é um processo multi-etapas, que pode ser racionalizado 

pela necessidade das células neoplásicas (ou tumorais) incipientes em adquirir 

características que favoreçam o desenvolvimento tumoral, podendo atingir a malignidade 

(Hanahan & Weinberg, 2011). Tais necessidades podem ser traduzidas como respostas às 

barreiras ambientais à proliferação e ao crescimento, as chamadas pressões seletivas do 

ambiente, que governam a então “evolução somática”, direcionada por uma sequência de 

mutações randômicas e alterações epigenéticas no DNA, afetando genes que controlam a 

proliferação e sobrevivência e fornecendo as características do fenótipo maligno (Gatenby 

& Gillie, 2008).  Dentre as barreiras ambientais a serem transpostas estão a perda do 
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desenvolvem a doença; ao contrário, elas recrutam e corrompem células normais a 

contribuírem nesse processo (Hanahan & Coussens, 2012).  

Tumores sólidos são estruturas complexas e heterogêneas, compostos pelas células 

tumorais embebidas em uma matriz extracelular e em uma rede vascular, rodeadas por um 

estroma dinâmico composto por células não 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 é uma 

característica das células normais que rodeiam o tumor, onde são participantes ativas, 

contribuindo com o desenvolvimento do processo carcinogênico. Dessa forma está claro 

que as características tumorais não podem ser traçadas diretamente de células tumorais 

individuais e seus genes: o câncer é uma doença de comunicações e circuitos, onde células 

mutadas, que se expandem clonicamente, trazem vantagens adquiridas e coordenam seu 

ambiente através de sinais e conexões, liga e desliga, em um circuito orientado para a 

expansão e sobrevivência (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).  

Quanto à etiologia do câncer, além dos erros naturais que ocorrem durante a divisão 

e proliferação celular, a hereditariedade e o ambiente (ambiente físico e estilo de vida): na 

realidade, a grande maioria dos cânceres é causada por fatores ou agentes externos ao 

corpo; e em minoria, estão os cânceres causados por diferenças no comportamento 

reprodutivo e aos efeitos resultantes do meio hormonal (Weinberg, 2008). Dentre os fatores 

ambientais mais importantes estão o tabagismo, hábitos alimentares, alcoolismo, hábitos 

sexuais, medicamentos, fatores ocupacionais e exposição prolongada ao sol (INCA, 2012). 

O aumento da expectativa de vida tem relação direta com a incidência de câncer: quanto 

mais o indivíduo vive, mais tempo ele se expõe aos fatores ambientais que o predispõe ao 

desenvolvimento tumoral.  

 Alguns fatores ambientais muitas vezes atuam como carcinógenos, ou seja, eles 

induzem algum tipo de estresse tecidual/celular que levará a uma instabilidade, seja 

oxidativa, metabólica ou genômica. Ao induzir esse estresse, há também o disparo para o 
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processo de carcinogênese, que é dividido em três fases: iniciação, promoção e progressão 

tumoral (Karin & Greten, 2005).   

A iniciação envolve mudanças irreversíveis ao DNA, por carcinógenos químicos ou 

físicos, levando a ativação de oncogenes e/ou inativação de genes supressores de tumor. No 

estágio de promoção, o estímulo por certos agentes leva as células mutadas a se expandirem 

por sinalizarem para a proliferação celular ou redução dos processos de morte celular 

(Coussens, 2002; Karin & Greten, 2005). Exemplos de promotores tumorais são estrógeno, 

progesterona, agentes infecciosos como o vírus para hepatite B e C, Helicobacter pylori, 

tabaco e inflamações crônicas (Weinberg, 2008). Finalmente, aumento em tamanho, 

invasão de tecidos adjacentes e metástase caracterizam o estágio de progressão tumoral, 

quando o tumor pode acumular outras mutações, exacerbando assim seu fenótipo maligno 

(Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).  

 Estudos acerca da relação câncer-inflamação cresceram muito nos últimos anos, 

apesar dessa relação não ser novidade, já que em 1863 Rudolf Virchow relatava a presença 

de um infiltrado leucocitário no tecido neoplásico, o que foi interpretado como prova da 

origem de um tumor a partir de regiões inflamadas (Balkwill & Mantovani, 2001). 

Atualmente, dados epidemiológicos indicam que mais de 25% dos tipos de câncer estão 

relacionados a infecções crônicas e outros tipos de inflamação (Schetter et al, 2010).   

A inflamação é parte da resposta do organismo aos estímulos internos e externos; é 

uma forma de “contra-ataque”: quando a homeostase tecidual é perturbada, macrófagos e 

mastócitos imediatamente liberam mediadores solúveis, tais como citocinas, quimiocinas e 

histamina, que induzem a mobilização e infiltração de leucócitos até o sítio da injúria, 

caracterizando o processo inflamatório (Visser et al, 2006). Quando essa resposta é mantida 

por um curto período de tempo, possui benefícios terapêuticos; porém, quando se torna 

crônica, pode desencadear uma doença. De fato, inflamações crônicas estão envolvidas em 

diversas patologias como doenças cardiovasculares, diabetes, artrite reumatoide, 

Alzheimer, doenças pulmonares, desordens auto-imunes e câncer (Aggarwal et al, 2006; 

Medzhitov, 2010). Como consequência do estresse oxidativo gerado, a inflamação crônica 

leva a uma excessiva remodelação tecidual e modificações ao DNA e proteínas, 

aumentando os riscos para o desenvolvimento do câncer (Visser et al, 2006) (Figura 3). 
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randomizadas que mostram esse efeito preventivo ou protetor em casos de câncer de cólon, 

mama, próstata e pulmão (Sandler et al, 2003; Schetter et al, 2010; Wang & Dubois, 2010).   

Um dos tipos de câncer mais influenciados pelo ambiente inflamatório é o câncer 

colorretal (CCR), sendo o terceiro tipo mais comum em homens e mulheres e a terceira 

causa de mortalidade por câncer nos Estados Unidos (Cheung et al, 2010). No Brasil a 

estimativa para este tipo de câncer é de 30.000 novos casos em 2012 (INCA, 2012). Dentre 

os fatores de risco para o CCR estão as doenças inflamatórias intestinais do cólon, como a 

retocolite ulcerativa crônica e a Doença de Crohn, as quais compartilham diversas 

características inflamatórias incluindo ativação imune, infiltração leucocitária no tecido 

colônico e aumento da densidade vascular (Cromer et al, 2011).  

 A relação câncer-inflamação tem duas vias: uma extrínseca, onde as condições 

inflamatórias facilitam o desenvolvimento do câncer e uma intrínseca, onde as próprias 

células tumorais estimulam o início do processo inflamatório, estabelecendo assim um 

microambiente favorável ao desenvolvimento tumoral. É por essa razão que, independente 

da origem do tumor, sempre existem células inflamatórias 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 não são alvos 

passivos do sistema imune hospedeiro. Ao contrário, as células imunes ali presentes não 

apenas deixam de exercer suas funções antitumorais, mas também passam a promover o 

desenvolvimento tumoral (Whiteside, 2008). O estroma tumoral é constituído de 

fibroblastos/miofibroblastos, células epiteliais, células do sistema imune, do sistema 

vascular, da musculatura lisa, além dos componentes da matriz extracelular. Todas elas 

originalmente não são malignas, mas devido às características do meio onde se encontram, 

adquirem um fenótipo anormal que proporciona funções alteradas, levando ao crescimento 

e proliferação exacerbada do tumor (Li et al, 2007). Dessa forma, o ambiente tumoral 

oferece múltiplos alvos para a terapia anticâncer, entre eles a inflamação associada ao 

tumor (Li et al, 2007).  

Considerando que o microambiente é um componente determinante na formação e 

manutenção tumoral, o entendimento de seu papel na tumorigênese poderá auxiliar na 
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transposição desses conhecimentos para a clínica. Dessa forma, o co-tratamento com 

drogas que modifiquem o ambiente tumoral pode promover uma resposta adjuvante com os 

quimioterápicos que atuam em alvos específicos (Bissel & Hines, 2011).  

A maioria dos agentes antineoplásicos utilizados atualmente possui poder 

antiproliferativo, ou seja, atua sobre a divisão celular. Com isso, tendem a afetar não 

somente as células tumorais, mas também outras células de proliferação rápida, acarretando 

em efeitos tóxicos para células normais, tais como: mielossupressão (toxicidade da medula 

óssea), cicatrização deficiente de feridas, queda de cabelos, lesão do epitélio 

gastrointestinal, esterilidade, teratogênese (Rang et al, 2004). Portanto, é importante que o 

foco da quimioterapia não se detenha às células tumorais e a seus mecanismos de divisão e 

proliferação, mas que englobe outros contextos. 

Recentemente diversos estudos propõem terapias combinatórias que enfocam não 

apenas o tumor propriamente dito, mas também o papel do microambiente em vários tipos 

de câncer. Algumas dessas terapias já foram aprovadas pelo FDA (US Food and Drug 

Administration) para o tratamento de diversos cânceres, como inibidores de angiogênese 

(Avastin®) e o anti-inflamatório Celebra®, inibidor de COX-2, utilizado em estudos 

clínicos de fase II como adjuvante no tratamento de câncer de próstata e pâncreas, 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 história da quimioterapia já viveu vários capítulos. Nos anos 1890 foram 

descobertos os raio-x e as radiações ionizantes, permitindo o uso da radioterapia no 

tratamento do câncer. Em 1940 se observou que mostardas nitrogenadas, utilizadas como 

armas de guerra, levavam à regressão de linfoma não-Hodgkin por reagirem quimicamente 

com o DNA. Nesta mesma época também foi descoberta a ação dos antifolatos e na 

sequência houve o surgimento do Programa Nacional de Quimioterapia do Instituto 

Nacional do Câncer (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 combinatórias. 

Em 1975 uma combinação de ciclofosfamida, metotrexato e fluoracila (CMF) se mostra 

efetiva no tratamento adjuvante para câncer de mama, descoberta seguida pela aprovação 
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da cisplatina no tratamento de câncer de ovário e de outros tumores sólidos. 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-angiogênicos para o tratamento de câncer de cólon (Chabner & 

Roberts Jr., 2005; DeVita & Chu, 2008). 

Como frutos dessa história, os principais agentes antineoplásicos podem ser 

divididos nas seguintes categorias: agentes alquilantes (ciclofosfamida, cisplatina), 

antimetabólitos (metotrexato, 5-fluorouracil), antibióticos citotóxicos (doxorrubicina, 

bleomicina) e derivados vegetais (alcalóides da vinca, taxanos, etoposida, campotecinas) 

(Rang et al, 2004). 

2 - A busca por agentes anticâncer e os produtos naturais 

A natureza tem sido fonte de produtos medicinais há milênios, acompanhando a 

história da humanidade. Com o aperfeiçoamento dos métodos de isolamento, identificação 

e síntese, durante o último século muitas drogas foram desenvolvidas a partir de fontes 

naturais, particularmente de espécies vegetais (Cragg & Newman, 2009).  

É difícil datar o início do uso de drogas no tratamento do câncer, pois ervas e outras 

preparações eram usadas para esse fim desde a antiguidade (Baguley, 2002). Hartwell, em 

sua revisão em 1982, lista mais de 3000 plantas usadas no tratamento do câncer (apud 

Cragg & Newman, 2009). Como consequência, mais de 60% dos agentes anticâncer 

utilizados hoje são provenientes de produtos naturais, incluindo plantas, microorganismos e 

organismos marinhos (Cragg & Newman, 2005).  

Os agentes anticâncer provenientes de produtos naturais mais utilizados na clínica 

pertencem a quatro classes principais, incluindo derivados sintéticos ou semi-sintéticos: 

alcalóides 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 

substâncias atuam em eventos relacionados ao DNA e à divisão celular, impedindo a 

formação do fuso mitótico e sua polimerização (vinblastina, vincristina, taxanos), inibindo a 
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Um dos motivos que faz dos produtos naturais fontes ricas de compostos com 

potencial terapêutico é que grande parte deles são metabólitos secundários produzidos por 

organismos para defesa contra predação e também para comunicação, sendo muitas vezes 

tóxicos e, portanto, com potenciais antiproliferativos ou irritativos (Cragg et al, 2009). 

Outra característica desses metabólitos secundários é que em geral são evolutivamente 

selecionados para se ligarem a macromoléculas, representando, portanto, estruturas 

privilegiadas, que são excelentes moldes (templates) para a síntese de novas moléculas 

(Denny, 2002). Nesse sentido, estudos de estrutura–atividade são realizados para 

aperfeiçoar a produção dessas novas moléculas (Cragg et al, 2009).  

Um dos pioneiros na busca de drogas anticâncer de origem natural é o NCI-USA 

(National Cancer Institute-USA), que em 1955 iniciou seus trabalhos de triagem, em 

modelos experimentais de leucemias murinas (L1210 e P388). Após 1975 a triagem passou 

a ser realizada em dois estágios: 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 período 1955 – 1985 foram 

avaliadas cerca de 600 mil substâncias que resultaram na maioria das drogas que hoje são 

utilizadas na quimioterapia do câncer (Chabner & Roberts, 2005; Shoemaker, 2006). 

A análise dos resultados obtidos pelos métodos de triagem utilizados até 1985 

revelou que as maiorias das drogas desenvolvidas até o momento eram úteis em tumores de 

crescimento rápido, como as leucemias e linfomas. Realmente o sucesso da quimioterapia é 

maior quando os tumores pertencem ao sistema hematopoiético, enquanto que para os 

tumores sólidos as alternativas são escassas. Dessa forma ficou evidente a necessidade de 

modelos para a triagem de drogas para tumores sólidos utilizando células originárias de 

câncer 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 possível 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, cólon, mama, rim, cérebro, melanoma, ovário, 

pulmão e próstata (Shoemaker, 2006). Dessa forma pode-se avaliar um número elevado de 

drogas em diferentes tipos de células neoplásicas, 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 Divisão 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 é a busca 

por compostos que sejam capazes de inibir a proliferação de células tumorais in vitro, 

direcionando os compostos ativos para estudos em modelos experimentais de câncer em 

animais de laboratório (in vivo).   

A atividade antiproliferativa sobre células tumorais observada em modelos in vitro 

pode não se refletir necessariamente numa atividade in vivo, pois a complexidade da 

biologia dos tumores criada pelas relações 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 último 

modelo permite a obtenção de informações sobre a farmacocinética e farmacodinâmica dos 

compostos testados. Portanto, um estudo combinado desses dois modelos é muito indicado 

para melhor conclusão a respeito do potencial anticâncer de uma nova substância (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 Características  

U251
 a
 glioblastoma Expressa GFAP e vimentina1. 

MCF-7
a
 adenocarcinoma de 

mama  
Produz proteínas insulina like (liga fatores de 
crescimento) e superexpressa gene P2P-R; TNF-α inibe 
seu crescimento. 

NCI-ADR/ 

RES
b
 

adenocarcinoma de 
ovário resistente a 

multidroga 

Perdeu o receptor de estrógeno; expressa elevados níveis 
do gene resistência multidroga (MDR1)

 
traduzindo para 

glicoproteína-P que confere essa capacidade; proto-
oncogene Raf-1 pode estar envolvido na regulação da 
resistência às drogas. 

NIH: 

OVCAR-3
b
 

adenocarcinoma de 
ovário 

Possui receptores de estrógeno, andrógeno e progesterona 
e poucos cromossomos normais; adequada para estudos de 
câncer ovariano e avaliação da terapia hormonal; 
produção elevada da enzima 24-OHase e baixa de 1-
αOHase.

 
 

PC-3
b
 adenocarcinoma de 

próstata 
Baixa atividade de fosfatase ácida e 5-α redutase; sem 
cromossomo Y normal detectado; é uma das 3 linhagens 
clássicas de tumores prostáticos.

 
 

786-O
b
 adenocarcinoma de rim Produz peptídeo semelhante em forma e ação ao 

hormônio paratireoidiano; mutações no gene HVL
 
e da 

prolina oxidase
 
propiciam a formação do tumor.  

K-562*
c
 leucemia mielóide 

crônica 
Células altamente indiferenciadas (blastos multipotentes) 
que podem se diferenciar em progenitores das séries 
eritrocítica, granulocítica e monocítica; há o gene 
fusionado Bcr-abl impedindo sua apoptose. 

UACC-62**
a
 Melanoma Originária de melanócitos. 

HT-29
d
 adenocarcinoma 

colorretal 
Possui microvilos, microfilamentos, mitocôndrias 
vacuolizadas e densas, expressão elevada de receptores de 
uroquinase e antígenos p53, mutações pró-tumorais no 
gene APC (adenomatous polyposis coli) e COX-2. 

NCI-H460
d
 Adenocarcinoma de 

pulmão tipo não 
pequenas células 

Expressa elevados níveis de COX-2 que se associam ao 
fenótipo invasivo e metástico; com características de 
células endócrinas pulmonares altamente diferenciadas; é 
deficiente em fator-1 de ativação da protease do citocromo 
c apoptótico.

 
 

Tecido de Origem: aEctoderme; bMesoderme; cMesênquima; dEndoderme. Todas as células crescem aderidas, 

exceto a K-562*, que fica em suspensão. Todas as linhagens apresentam morfologia epitelial, à exceção da 

K-562* (morfologia linfoblástica) e UACC-62** (morfologia fibroblástica). 1Disponível 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 câncer são realizados atualmente, através do 

inoculo de células tumorais em animais de laboratório, dentre elas a linhagem de melanoma 

murino B16-F10, que provoca metástase no pulmão quando injetada diretamente na 

corrente sanguínea do animal ou se desenvolve na forma sólida quando inoculada no 

subcutâneo (Yao et al, 2007; Teng et al, 2011). Amplamente utilizado, o tumor de Ehrlich, 

tumor murino, transplantável, originado de um adenocarcinoma mamário, é de crescimento 

rápido, capaz de se desenvolver tanto na forma ascítica quanto na forma sólida (Segura et 

al, 2000; Oloris et al, 2002; Nascimento et al, 2006; Gomes et al, 2008). A vantagem de 

utilizar tumores transplantáveis está no desenvolvimento rápido e assim na redução no 

tempo de estudo. Além disso, o tumor de Ehrlich gera uma resposta inflamatória 

importante; segundo Fecchio et al (1990), a presença de células tumorais de Ehrlich 

promove um aumento nos níveis de prostaglandina E2, sugerindo uma relação entre câncer 

e inflamação.  

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 é amplamente realizada no NCI é o modelo de Hollow fiber (fibras 

vasadas), que consiste no implante de fibras de polivinilideno no peritônio e subcutâneo do 

animal, contendo células tumorais humanas. Esse modelo tem feito a ponte entre a triagem 

in vitro e os testes em modelo xenográfico, por ser rápido e permitir a análise do 

desenvolvimento de células tumorais humanas em animais imunocompetentes, predizendo 

assim quais compostos ativos in vitro têm 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 é o tumor xenográfico: implante de células tumorais 

humanas em animais imunodeficientes, porém é deficiente no sentido de que não há 

interferência do sistema imune hospedeiro, não traduzindo as condições reais de 

desenvolvimento tumoral. Uma alternativa para o modelo xenográfico seria o uso de 

animais modificados geneticamente, que desenvolvam o tumor espontaneamente ou que 

respondam à indução de câncer por carcinógenos químicos, irradiação ou hormônios, pois 

assim há 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 progressão neoplásica incluindo mudanças metastáticas, que houvesse resposta 

imune do hospedeiro e que as respostas terapêuticas se aproximassem com a dos pacientes 

humanos (HogenEsch & Nikitin, 2012).  

Aliada à avaliação de eficácia em modelos in vivo está a avaliação acerca da 

toxicidade e mecanismos de ação dos novos compostos. Assim, em tempos de “target 

therapy”, quando se procura alvos conhecidos nos diferentes tipos de tumores, a análise 

dos tipos de morte celular produzidas, as modificações histopatológicas e a maneira como o 

composto orquestra sua resposta nos diferentes modelos utilizados são de extrema 

importância (DeVita & Chu, 2008; HogenEsch & Nikitin, 2012).  

Além disso, a toxicidade apresentada pela maioria das drogas disponíveis na 

quimioterapia do câncer é um dos maiores desafios para o desenvolvimento de novos 

quimioterápicos, que visam índices terapêuticos maiores e maior seletividade para as 

linhagens tumorais (Weinberg, 2008). Dessa forma, se faz extremamente necessária a busca 

de drogas que apresentem poucos efeitos adversos, com melhores índices terapêuticos. 

 Na busca de novos agentes anticâncer a interdisciplinaridade é essencial, a fim de 

que as diferentes questões e necessidades existentes nesse processo sejam atendidas. É a 

fitoquímica e a química orgânica e medicinal produzindo compostos, são os testes 

biológicos direcionando a busca e produção de compostos, são as análises dos mecanismos 

de ação complementando e dando respostas, delineando hipóteses. É posteriormente a 

medicina translacional, fazendo a ponte entre a bancada e o paciente. Há muito trabalho a 

ser feito e ainda muito que se descobrir.   

3 - A Goniotalamina 

A consolidação das metodologias in vitro e in vivo pela Divisão de Farmacologia e 

Toxicologia do CPQBA possibilitou, além da interação com as outras divisões do Centro, a 

realização de trabalhos em colaboração com outras unidades da Unicamp e com outras 

Instituições de Pesquisas Nacionais e Internacionais. Em uma dessas parcerias, a 

estabelecida com o Prof. Dr. Ronaldo A. Pilli, (Instituto de Química-Unicamp) avaliou-se a 
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influencia da configuração absoluta do centro estereogênico presente na goniotalamina, um 

dos compostos presentes em espécies do gênero Goniothalamus. Essa substância é alvo de 

estudo em nosso grupo desde 2004, quando se propôs que a atividade citotóxica desses 

compostos está possivelmente associada à sua ação como aceptor de Michael frente a 

biomoléculas com sítios nucleofílicos como resíduos de lisina, serina, treonina, tirosina ou 

cisteína. Com a finalidade de avançar nos estudos com a goniotalamina em modelos in vitro 

e in vivo de câncer, bem como propor hipóteses acerca de seu mecanismo de ação, a 

goniotalamina foi o foco desse trabalho de doutorado.  

Estiril-lactonas são compostos de baixo peso molecular que compreendem um 

grupo de metabólitos secundários comumente isolados de plantas do gênero Goniothalamus 

(Annonaceae), amplamente investigados por suas atividades farmacológicas, especialmente 

propriedades citotóxicas e antitumorais (Inayat-Hussain et al, 2003; Wiart, 2007; de Fátima 

et al, 2008;). A estiril-lactona estruturalmente mais simples é a goniotalamina (GTN) 

(Figura 5), cuja forma natural tem configuração (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 enantiômero natural (R)-GTN, isolado pela primeira vez em 1967, foi avaliado 

para uma variedade de atividades biológicas, como antimicrobiana, larvicida, anti-

inflamatória e antifúngica (Dumitrescu et al, 2010). Além disso, (R)-GTN apresenta 

atividade antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais, incluindo uterina cervical 

(HeLa), gástrica (HGC-27), renal (786-0), carcinomas mamários (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 Fátima et al, 2005 e 2008; Rajab et al, 2005; 

Chen et al, 2005).  

Quanto aos mecanismos de ação, alguns estudos revelam que a lactona é o grupo 

farmacofórico desse composto, conferindo ação citotóxica e pró-apoptótica (Wiart, 2007). 

De fato, as estiril-lactonas são altamente reativas na presença de biomoléculas contendo 

aminoácidos nucleofílicos ou resíduos de guanina, pois apresentam a δ-lactona α,β-

insaturada que atua como aceptor de Michael nessas condições (Barcelos et al, 2012). 

 Alguns trabalhos demonstram a atividade pró-apoptótica de (R)-GTN incluindo 

aumento da expressão das caspases 9, 3 e 7, da proteína pró-apoptótica Bax, inibição de 

NOS (óxido-nítrico sintase) constitutiva e inibição do transporte núcleo-citoplasma 

mediado por CRM1 (de Fátima et al, 2008; Inayat-Hussain et al, 1999 e 2003 e Wach et al, 

2010). Há também evidências de que a goniotalamina causa danos ao DNA, levando a 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS), o que dispara a cascata apoptótica 

intrínseca (Inayat-Hussain et al, 2010).  

Anteriormente em nosso grupo foi realizada a síntese da (S)-GTN, isômero não 

natural, que também apresenta atividade antiproliferativa contra diversas linhagens 

tumorais, com seletividade para linhagem renal 786-0 e de ovário com fenótipo de 

resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR/RES) (de Fátima et al, 2006 e 2008).  Na 

linhagem 786-0, (S)-GTN leva à inibição das formas constitutiva, induzida e endotelial da 

NOS, com indução de apoptose e aumento de expressão da proteína LC3, envolvida em 

processos autofágicos (de Fátima et al, 2008).  

Apesar de existirem alguns estudos relacionados à atividade in vitro de (R)- e (S)-

GTN, incluindo propostas para seu mecanismo de ação, pouco se conhece sobre o perfil de 

atividade dessas moléculas em modelos animais de câncer (in vivo). Levando-se em 

consideração os resultados já obtidos com os estudos in vitro e o fato de moléculas 

aceptoras de Michael (ou eletrofílicas) serem altamente reativas frente a outras 

biomoléculas, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade da goniotalamina em 

modelos farmacológicos (in vivo) de câncer, inflamação, dor, bem como determinar o tipo 

de morte celular induzido por esse composto.  
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Objetivos 

1 - Objetivo Geral 

Avaliar a atividade farmacológica da goniotalamina em modelos experimentais de 

câncer e inflamação. 

2 - Objetivos específicos 

1. Produzir goniotalamina nas suas formas enantioméricas e racêmica em 

quantidades suficientes para estudos experimentais de média duração in vivo 

2. Avaliar os parâmetros celulares envolvidos na atividade antiproliferativa in vitro 

por citometria de fluxo; 

3. Avaliar a atividade anticâncer in vivo em modelos experimentais utilizando as 

linhagens de Ehrlich e de melanoma B16-F10; 

4. Avaliar a atividade farmacológica da goniotalamina em modelo de edema de 

pata e de nocicepção induzida por processos inflamatórios; 

5. Avaliar a atividade farmacológica e determinar o mecanismo de ação da 

goniotalamina em modelos de colite aguda e crônica. 
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Metodologia 

1 – Síntese da goniotalamina 

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

A síntese de (R)- e (S)- Goniotalamina foi realizada no Instituto de Química –

UNICAMP no período de 02/2008 a 02/2010, sob orientação do Prof. Ronaldo Aloise Pilli 

e da então mestranda Cilene Marquissolo.  

1.1.1 - Preparação do (4R) e do (4S)-1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno  

Figura 6 - (4R) ou (4S)-1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno 

OH

*

(3)

 

 A uma solução de 80,2 mg (0,280 mmol) de (R)- ou (S)-BINOL (1,1’-Bi-2-

naphthol) em 2,80 mL de diclorometano (CH2Cl2) sob agitação, adicionou-se peneira 

molecular 4 Å (pulverizada e ativada em forno a 120oC por vários dias) e 83,5µL (0,280 

mmol) de tetraisopropóxido de titânio (Ti(OiPr)4) a temperatura ambiente, resultando numa 

solução alaranjada. Aqueceu-se a reação 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-cinamaldeído. Após 5 min de agitação a 

reação foi resfriada a -78 oC e adicionou-se 1,06 mL (3,38 mmol) de aliltributilestanana. A 

mistura foi então colocada sob agitação magnética a -20oC por 60 h. Transcorrido este 

período a reação foi tratada com 30 mL de solução saturada de bicarbonato de sódio 

(NaHCO3) e 30 mL de CH2Cl2. A fase orgânica foi separada e a fase aquosa foi extraída 
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com 3 porções de 30 mL de CH2Cl2. As fases orgânicas foram reunidas e secas com sulfato 

de magnésio (MgSO4) anidro, o solvente foi evaporado e o bruto da reação foi purificado 

por cromatografia em coluna com sílica flash, empregando-se a mistura hexano:acetato de 

etila (4:1) como eluente. O (4R) ou (4S)-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 – Preparação do (4R) e do (4S)-prop-2-enoato de 1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno 

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

O

O

*
(4)

 

 A uma solução de 548,0 mg (2,46 mmol) do álcool (4R) ou (4S)-1-fenil-3-hidroxi-

hexa-1,5-dieno em 2,5 mL de CH2Cl2 a 0 oC adicionou-se 0,36 mL (4,44 mmol) de cloreto 

de acriloíla. Sob banho de gelo, 1,25 mL (8,87 mmol) de trietilamina (Et3N) foram 

adicionados gota a gota. O sistema foi aquecido até temperatura ambiente e após 2h a 

reação foi extraída com 10mL de solução saturada de cloreto de amônio (NH4Cl) e 10mL 

de CH2Cl2. A fase orgânica foi separada e a aquosa foi extraída com (3x10 mL) de CH2Cl2. 

As fases orgânicas foram secas com MgSO4 anidro, filtradas e concentradas. O produto foi 

purificado por cromatografia em coluna com sílica flash, empregando-se a mistura 

hexano:acetato 9:1 como eluente. O (4R) ou (4S)-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 - Preparação da (R)- e da (S)-goniotalamina  

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

O

O

*
(1)

 

 

 Uma solução de 236,5mg (0,997 mmol) do acrilato (4R) ou (4S)-prop-2-enoato de 

1-fenil-3-hidroxi-hexa-1,5-dieno em 100mL de CH2Cl2 foi submetida à temperatura de 

refluxo. Posteriormente foram adicionados 82mg (0,099mmol ou 10 mol%) de uma solução 

do catalisador de Grubbs de 1ª geração (dicloreto de bis (tricicloexilfosfino) benzilideno de 

rutênio) em 25mL de CH2Cl2. A mistura ficou sob aquecimento por 4 horas. Após esse 

período o sistema foi resfriado, o bruto foi evaporado e purificado por cromatografia em 

coluna com sílica 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 – Síntese do racemato de goniotalamina (rac-GTN) 

A síntese de rac-GTN envolve alilação do trans-cinamaldeído com brometo de 

alilmagnésio em substituição à alilação enantioseletiva, seguida de esterificação com 

cloreto de acriloíla e Et3N e finalizada com reação de metátese de olefinas com catalisador 

de Grubbs de 1ª geração. A síntese foi realizada no Instituto de Química –UNICAMP no 

período de 02/2010 a 09/2010, sob orientação do Prof. Ronaldo Aloise Pilli e do então 

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

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

OH

(5)  

A uma solução de 3964,8 mg (30,0 mmol) de trans-cinamaldeído em 

tetrahidrofurano (THF) anidro (60 mL), a -78°C e sob atmosfera de N2, foi adicionada uma 

solução de brometo de alilmagnésio em éter etílico (Et2O) (1,2 equiv.; 36,0 mmol). A 

mistura foi mantida sob estas condições por 1 hora. Após este período, a mistura foi 

aquecida à temperatura ambiente e adicionou-se 25,0 mL de solução saturada de NH4Cl, 

para tratamento da reação. As fases foram separadas e a aquosa extraída com Et2O 

(3x20mL). As fases orgânicas foram reunidas, secas com MgSO4 anidro, filtradas e 

concentradas. O bruto da reação foi submetido à cromatografia em coluna flash (eluente 

hexano:acetato de etila 4:1) para fornecer o álcool 5 (Figura 9) em 95% de rendimento. 

As etapas seguintes (esterificação e metátese de olefinas para fechamento de anel) 

foram realizadas seguindo-se os mesmos procedimentos descritos para a síntese 

assimétrica. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) e de 

carbono (RMN de 13C) foram obtidos no equipamento Bruker Avance (250 MHz para 1H e 

62,5 MHz para 13C). Os deslocamentos químicos () foram expressos em partes por milhão 

(ppm) e referenciados pelo sinal de clorofórmio deuterado em 7,26 ppm para RMN de 1H e 

77,0 ppm para o RMN de 13C. Os pontos de fusão foram obtidos em um equipamento 

Electrothermal 9100 e foram não-corrigidos. 

 



33 
 

2 – Ensaios in vitro 

2.1 – Células 

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

mantidas em condições estéreis (Tabela 2). 

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

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

* linhagens não tumorais 

2.2 – Cultivo celular 

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de 25cm2 (T25) com 5 mL de 

meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB – Gibco) a 

37ºC em atmosfera úmida com 5% CO2. Quando a monocamada celular atingia cerca de 

80% de confluência, as linhagens eram repicadas, o que ocorria geralmente uma vez por 

semana.  

Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante ação 

enzimática da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500 

Linhagem Celular Nome 
DI*  

(x 104 células/mL) 

Pulmão NCI-H460 4,0 
Mama MCF-7 6,0 

Ovário com fenótipo de resistência 
multidrogas NCI-ADR/ RES 5,0 

Cólon HT-29 5,0 
Próstata PC-3 4,5 

Melanoma UACC-62 4,0 
Ovário OVCAR-3 7,0 
Renal 786-0 5,0 
Glia U251 4,0 

Queratinócito humano* HaCat 4,0 
Fibroblasto renal de macaco verde* Vero 4,0 

Melanoma murino B16-F10 4,0 
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μL de tampão de Hank’s (Sigma®) para eliminar resíduos de meio de cultura e após 

aspiração do tampão foram adicionados 500 μL de tripsina-EDTA 2,5 g/L (Vitrocell®), a 

37ºC, até que as células se soltassem totalmente. A ação da tripsina foi bloqueada com 

RPMI + SFB 5% e uma alíquota dessa suspensão 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 

renovação ou obtenção de células em passagem adequada para os experimentos. Para tanto, 

o criotubos foram descongelados à temperatura ambiente, seu conteúdo transferido para um 

tubo de centrífuga 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 suspensão foi então transferida 

para frascos de manutenção de T25 e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 em 

ambiente úmido. 

2.2.2 Congelamento das células 

Para sua expansão as células foram cultivadas em frascos de 75cm2 (T75) e o 

volume final de suspensão celular a ser congelado foi sempre de 1x106cel/mL. Para células 

aderidas, após tripsinização com tripsina/EDTA (Sigma®), as células foram ressupendidas 

em 10 mL de meio suplementado com 30% de SFB, procedido pela contagem do número 

de células em câmara de Newbauer. A suspensão celular foi centrifugada a 2000rpm, por 4 

minutos à 4ºC, o sobrenadante foi aspirado e, a seguir, foi adicionado meio RPMI com 

30% de SFB e 20% de glicerol em volume calculado para obtenção de uma concentração 

final de 1x106cel/mL. Cada criotubo contendo 1 mL da solução celular foi colocado na fase 

gasosa do nitrogênio líquido por 24 horas, para depois serem imersos na fase líquida.  
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2.3 - Atividade antiproliferativa em cultura de células  

2.3.1 Aplicação das células 

 No primeiro dia de experimento, a suspensão celular foi preparada com meio RPMI 

com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L) e ajustada em sua respectiva 

densidade de inoculação. Foram aplicados 100l de suspensão celular em placas de 96 

compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e 

ambiente úmido. Foi também preparada uma placa controle (placa T0), que continha todas 

as linhagens celulares utilizadas no experimento. 

2.3.2 Preparo e aplicação das amostras 

As formas enantioméricas puras e o racemato da goniotalamina foram diluídos em 

solução estoque de dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck®) na concentração de 0,1g/mL. Para 

a adição à cultura de células, estas soluções foram diluídas 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 concentrações de 0,25; 2,5; 25 e 250 g/mL, 

(100 L/compartimento) em triplicata, e a seguir foram incubadas por 48 horas a 37ºC em 

atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido (Figura 10). Como controle positivo utilizou-se 

o quimioterápico doxorrubicina, nas concentrações de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 g/mL (100 

L/compartimento) em triplicata.  

No experimento realizado com B16-F10, a rac-GTN foi adicionada à placa nas 

concentrações de 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 126 g/mL (100 L/compartimento) em 

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

antiproliferativa 

 

 

Placa de 96 compartimentos usada nos testes de atividade antiproliferativa, mostrando a disposição e 

concentrações das amostras, o branco das amostras (aplica-se somente a amostra nas diferentes 

concentrações), das células (aplica-se somente células) e do meio de cultura (aplica-se somente meio de 

cultura). 

 

No momento de adição das amostras, as células inoculadas na placa controle T0 

foram fixadas com a adição de 50 L/compartimento de ácido tricloroacético (TCA) a 50% 

(Sigma®) para determinação 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 proteínas. Células viáveis se mantém fixas na placa, enquanto células não 

viáveis se desprendem, sendo lavadas. 

Após 48 horas de tratamento as células foram fixadas com 50 L de TCA a 50% e 

incubadas por 1 hora a 4ºC. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens 

consecutivas com água corrente para a remoção dos resíduos de TCA, meio, SFB e 
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metabólitos secundários e a seguir foram mantidas à temperatura ambiente até a secagem 

completa. No experimento com B16-F10 a fixação das células ocorreu após 24 horas de 

tratamento. 

Após a secagem, foram adicionados 50L/compartimento do corante protéico 

sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4 % (peso/volume) dissolvido em ácido acético a 1 % 

e a seguir as placas foram incubadas à temperatura ambiente por 30 minutos. As placas foram 

então lavadas por 4 vezes consecutivas com solução de ácido acético 1% e após secagem 

completa à temperatura ambiente o corante ligado às proteínas celulares foi solubilizado com 

150L/compartimento de Trizma Base (10M, pH 10,5) (Sigma®). A leitura 

espectrofotométrica da absorbância foi realizada em leitor de microplacas a 540nm 

(Molecular Devices ®, modelo VersaMax).  

A sulforrodamina B é um corante protéico que se liga aos resíduos de aminoácidos 

básicos das proteínas de células que estavam viáveis no momento da fixação. Portanto, 

quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade 

antiproliferativa da amostra em teste, pois há mais células viáveis (Skehan et al, 1990; 

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

2.3.3 Análise dos resultados 

As médias das absorbâncias foram calculadas descontando o valor de seus 

respectivos brancos e através das fórmulas a seguir, foi determinada a porcentagem de 

crescimento de cada amostra testada.  

Se T > C, a amostra estimulou o crescimento. 

Se T ≥T0 e < C, a amostra foi citostática e a fórmula utilizada foi 100 X [(T- T0)/ (C- 

T0)].  

Se T< T0 a amostra foi citocida e a fórmula utilizada foi 100 X [(T- T0)/( T0)].  

 

Sendo T a média da absorbância da célula tratada, C o controle de célula e T0 o 

controle das células no dia da adição das amostras. 
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O resultado obtido foi subtraído de 100%, obtendo-se então a porcentagem de 

crescimento. Os dados de absorbância foram analisados e compilados na elaboração de 

gráficos relacionando a porcentagem de crescimento celular com a concentração da 

amostra. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibição de 

crescimento maior que 50%. 

Utilizando-se o software Origin®, realizou-se a regressão linear dos dados obtidos 

com as médias da porcentagem de crescimento e foram calculados os seguintes parâmetros: 

- TGI (total growth inhibition): a concentração necessária para inibir totalmente o 

crescimento celular (T=T0). Esse parâmetro é utilizado para comparar a potência das 

amostras e evidenciar a seletividade.  

- LC50 (lethal concentration 50%): a concentração necessária para matar 50% das 

células. 

2.4 – Influência da goniotalamina no crescimento da linhagem MCF-7 sob 

estímulo estrogênico (E-screen) 

As células (MCF-7) foram inoculadas em placas de 96 compartimentos na 

densidade de 4,0x104/mL e após 24 horas foram expostas a concentrações crescentes de 

(R)-, (S)- goniotalamina ou Tamoxifeno (TAM) (Sigma®), na presença e na ausência de 17-

ß estradiol (1nM). As células foram incubadas por 144 horas e a atividade determinada 

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

2.5 – Citometria de Fluxo 

Os estudos acerca do tipo de morte celular produzido pela goniotalamina foram 

realizados no citômetro de fluxo Guava EasyCiteTMMiniSystem Millipore® (FAPESP 

09/51602-5). As linhagens tumorais avaliadas foram HT-29 (cólon), SK-MEL-2 

(melanoma) e SK-MEL-2 transfectada com Bcl-XL (resistência a apoptose intrínseca). O 

veículo utilizado foi o DMSO, sendo que os controles negativos receberam esse diluente no 

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

Este teste emprega a marcação dupla por anexina V e 7-amino-actinomicina D (7-

AAD). A anexina V é uma proteína ligante de fosfolipídio, com elevada afinidade por 

fosfatidilserina, que se localiza na face interna da membrana plasmática de células viáveis. 

Na fase inicial do processo apoptótico, as moléculas de fosfatidilserina são translocadas 

para a face externa e ficam disponíveis para a ligação 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 já que não é capaz de marcar células viáveis e em 

apoptose inicial. 

Células HT-29 foram inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade 

de inoculação de 5x104cel/mL em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina 

(2mg/L), mantidas em estufa a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido. Após 

24h de estabilização, as células foram tratadas com a rac-GTN, em triplicata. 

No primeiro experimento, as concentrações de rac-GTN utilizadas foram 10, 15 e 

20µg/mL, por 24 horas. No segundo experimento, a concentração escolhida foi a de 

10µg/mL, realizando-se leituras após 3, 6, 9 e 12 horas de tratamento. 

Após o tratamento, as células foram tripsinizadas e, a uma suspensão celular de 

1x105 células em 100µL adicionaram-se 100 µL do reagente Guava
®
Nexin. As amostras 

foram incubadas por 20 minutos à temperatura ambiente, protegidas da luz e então 

analisadas por citometria de fluxo, Software Guava®Nexin (2000 eventos).  

Os gráficos apresentados nos resultados foram construídos e analisados no 

programa WinMDI 2.9, sendo: 
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proteção da luz e então analisadas por citometria de fluxo, software Guava®Multicaspases 

(5000 eventos).  

2.5.3 Caspase 8 e Caspase 9 

Os kits são constituídos por inibidores específicos para caspase 8 (FAM-LETD-

FMK), caspase 9 (FAM-LEHD-FMK) e caspase 3/7 (FAM-DEVD-FMK), sendo cada 

inibidor permeável e não tóxico à célula. Uma vez no citoplasma, o inibidor se liga à 

caspase ativa correspondente e a fluorescência resultante é proporcional ao número 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 

inoculação de 5x104cel/mL em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina 

(2mg/L), mantidas em estufa a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido. Após 

24h de estabilização, as células foram tratadas com a rac-GTN na concentração de 

10µg/mL, em triplicata. As leituras foram feitas após 8, 10 e 12 horas de tratamento. 

Após o tratamento, as células foram tripsinizadas e, a uma suspensão celular de 

1x105 células em 100µL foram adicionados 10µL da solução trabalho de caspases (1:25 em 

tampão fosfato-salina (PBS) 1X). As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, em 

estufa de CO2 e protegidas da luz. Após três lavagens com tampão de lavagem (solução 

estoque disponível no kit) seguidas de centrifugação, o pellet celular foi ressupendido em 

100µL de tampão de lavagem e então se adicionou 200µL da solução trabalho caspase-7-

AAD (1:40 em tampão de lavagem), incubando-se por 10 minutos a temperatura ambiente, 

sob proteção da luz. As análises 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 fêmeas e 

Swiss machos obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica-UNICAMP 

(CEMIB), ratos Wistar obtidos do Centro de Bioterismo da Universidad de Sevilla e 

camundongos C57BL wild type e knockout IL-10 dos Laboratórios Charles River-França. 

Os camundongos (20-35 g) e ratos (180-230g) foram mantidos no biotério da Divisão de 

Farmacologia e Toxicologia – CPQBA – UNICAMP ou no biotério da faculdade de 

Farmácia – Universidad de Sevilla, em salas com temperatura controlada de 25±2 °C em 

ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso livre à àgua e ração. Os cuidados dos animais 

bem como os protocolos de pesquisa estão de acordo com os princípios e diretrizes 

adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e European Union 

regarding animal experimentation (Directive of the European Counsel 86/609/EC) 

aprovados pelo comitê de ética em pesquisa animal do Instituto de Biologia – UNICAMP e 

pelo comitê de experimentação da Universidad de Sevilla.  

3.2 Avaliação da Toxicidade in vivo  

 Grupos de três camundongos Balb/C fêmeas 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 período de 4 horas e então diariamente, por período 

de 15 dias. Os seguintes parâmetros foram avaliados: sinais de toxicidade geral, como os 

efeitos na locomoção, comportamento (agitação, atividade reduzida, sonolência), 

respiração, salivação, 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 semipermeáveis (Hollow fiber) 

As células, cultivadas em condições normais (meio de cultura RPMI + soro fetal 

bovino 5%, estreptomicina/penicilina, 37°C) foram tripsinizadas e ajustadas à densidade de 

1 x 105 células/fibra, em 160 µl de meio de cultura. Os fragmentos de fibras (2 cm) foram 

preenchidos pela suspensão 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 avaliação 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, fêmeas, n=4/grupo) foram 

anestesiados (100 mg ketamina + 5 mg xilazina) e receberam três fibras no peritônio 

(Figura 11), o que garante que as células cresçam nas mesmas condições, diminuindo a 

variação interindividual (Hollingshead et al, 1995; Temmink et al, 2007). Os tratamentos 

foram realizados a cada 3 dias, por 18 dias, sendo: controle negativo (veículo - 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 18º 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 solução 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 solução 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 μL de DMSO e incubados por 4 

horas, protegidos da luz. Alíquotas de 150 μL da solução extraída 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 D0/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 peritônio de camundongo Balb-C 

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

de 1x105 células/fibra, implantadas no peritônio de camundongo Balb-C. 

3.4 – Tumor sólido de Ehrlich  

3.4.1 Manutenção e preparo das células 

As células de tumor de Ehrlich são mantidas na sua forma ascítica, no peritônio dos 

camundongos, por passagens semanais de 5x105 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 suspensão celular na densidade de inoculação de 

5x105 células/animal. Dois animais foram inoculados (doadores) e após sete dias foram 

sacrificados, o líquido ascítico foi coletado e submetido a processamento, para preparo da 

suspensão de manutenção da linhagem ou para preparo da suspensão de trabalho (Oloris et 

al, 2002; Gomes et al, 2008). 

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

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

(n=8/grupo) e as células foram preparadas na densidade de 2,5x106 células/60 L/animal 
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em PBS (suspensão de trabalho) (Kleeb et al, 1999). O volume basal da pata traseira direita 

dos animais foi avaliado em aparelho de hidroplestimômetro (Panlab®, Espanha) e a seguir 

foram inoculados 60 μl (2,5x106 células) no coxim plantar dessa mesma pata (Figura 12). O 

volume tumoral foi avaliado a cada três dias e determinado pela diferença entre o volume 

medido no dia e o volume basal. No 15º de experimento os animais foram eutanasiados e as 

patas foram removidas e pesadas, para a determinação do peso relativo tumoral, dado pela 

diferença entre os pesos da pata com tumor e sem tumor, dividido pelo peso corporal 

(Figura 12). A partir do terceiro dia após o inóculo das células, os animais foram tratados 

intraperitonealmente a cada três dias, sendo divididos nos seguintes grupos: controle 

negativo (veículo – 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 - Avaliação do volume da pata em hidroplestimômetro e comparação 

das patas sadia e com tumor após eutanásia dos animais no 15º dia. 

                      

 

A avaliação do volume da pata em hidroplestimômetro foi feita a cada três 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 determinação do peso relativo tumoral (diferença 

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 ascítico de Ehrlich 

Camundongos da linhagem Balb/C (n=8/grupo) receberam intraperitonialmente 

células de tumor de Ehrlich na densidade de 1,0x104 células/100 L/animal em PBS 

(suspensão de trabalho) (Sacoman et al, 2008). Os animais foram divididos em grupos e 

tratados um dia após o inóculo das células, sendo: controle negativo (veículo – 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 três dias e no 9º dia de experimento os 

animais foram sacrificados e o líquido ascítico retirado após injeção de 3 mL de PBS no 

peritônio. A suspensão obtida foi centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm, 4°C, o 

sobrenadante descartado e o pellet celular novamente ressuspendido em PBS, na proporção 

de 1/20. A contagem do número de células/mL foi realizada em citometria de fluxo, Guava 

EasyCiteTMMiniSystem 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-100iV), avaliando: leucócitos totais 

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

3.4.4 Avaliação dos parâmetros sanguíneos 

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-orbitário com capilares de vidro. O sangue foi colocado em 

microtubos com EDTA (1mL de sangue para 50 μL de EDTA) e lido em aparelho 

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

leucócitos totais (WBC), eritrócitos (RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Pt). 
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3.5 – Melanoma B16-F10  

3.5.1 Atividade da goniotalamina sobre o desenvolvimento metastático do melanoma 

B16-F10 

Para induzir a metástase no pulmão, 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 2º dia, a 

cada três dias, via i.p., com solução salina 0,9% + tween 80% (controle negativo) ou rac-

GTN na dose de 100mg/kg. Os animais foram eutanasiados no 21º dia, o pulmão foi 

retirado, pesado e então processado para dosagem da melanina. 

3.5.2 Extração e quantificação de melanina 

Após a retirada o pulmão foi pesado e homogeneizado em 5mL de água destilada 

com a ajuda de um sonicador. A amostra foi centrifugada a 10000G por 20 min e o 

precipitado (ppt) lavado com 5mL de tampão fosfato pH6,5 para remoção de materiais 

solúveis e nova centrifugação nas mesmas condições. A seguir o precipitado foi extraído 

com uma mistura de clorofórmio: metanol 2:1 (1x) e depois com etanol: éter 3:1 (2x), para 

retirada dos lipídios, centrifugando e descartando o sobrenadante após cada etapa.   

 O resíduo, após secagem, foi tratado com 1mL solução de lise contendo 0,3% de 

saponina em solução salina (NaCl) 0,9%, durante 30 min para remoção das hemoproteínas. 

Após centrifugação o ppt foi lavado com 5mM MgCl2 em 0,15M NaCl (2x) e tratado com 

0,01M Tris-HCl (pH 7,8) contendo 0,5% de SDS; 0,01M EDTA; 100 μg/mL Proteínase K 

incubado a 56º C por 2h. O produto dessa digestão foi lavado com solução salina 0,9% e 

depois com água destilada. O ppt foi dissolvido em 400μL de uma solução de NaOH 0,1N à 

56º C por 30 min para completa solubilização. A solução 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 pulmão.  
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3.6 – Atividade da goniotalamina em modelos de inflamação 

3.6.1 – Edema de pata induzido por Carragenina 

Os experimentos foram conduzidos de acordo com Posadas et al (2004) e Nunes et 

al (2007), com algumas modificações. O volume basal da pata traseira direita de 

camundongos Balb/C (n=8/grupo) foi avaliado em aparelho de hidropletismômetro 

(Panlab®/Espanha) e então os animais foram tratados intraperitonealmente, sendo: controle 

negativo (veículo – salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (Piroxicam – Pfizer® 20 

mg/kg) e grupos experimentais (rac-GTN nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg e 

doxorrubicina – Europharma® 5mg/kg). Após 30 minutos, a inflamação foi induzida através 

da injeção de 40 μL de carragenina 2,5% (Sigma-Aldrich®) no coxim plantar da pata 

traseira direita. A seguir o edema produzido pela carragenina foi avaliado após 1,5; 3,0; 4,5; 

6,0; 24, 48 e 72 horas, sendo determinado pela diferença entre o volume medido e o volume 

basal. 

3.6.2 – Edema de pata induzido por Fosfolipase A2 

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

pata por carragenina, sendo os animais divididos nos seguintes grupos: controle negativo 

(veículo – salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (dexametasona – Sigma® - 1 

mg/kg) e o grupo experimental (rac-GTN, 300 mg/kg). Após 30 minutos, a inflamação foi 

induzida através da injeção intraplantar de 30 μL de fosfolipase A2 (PLA2) de veneno de 

Naja naja (Sigma®), 5 μg/animal. As avaliações foram realizadas após 15, 30, 60, 90 e 120 

minutos da indução da inflamação (Giner-Larza et al, 2000).  

3.6.3 – Edema de pata induzido pelo composto 48/80 (liberação 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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(veículo – salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (ciproheptadina – Periactin®- 4 

mg/kg) e o grupo experimental (rac-GTN, 300 mg/kg). Após 30 minutos, a inflamação foi 

induzida através da injeção intraplantar de 30 μL de composto 48/80 (Sigma®), 10 

μg/animal. As avaliações foram realizadas após 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da indução da 

inflamação (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 

(veículo – salina 0,9% + tween 80%) e grupos experimentais (rac-GTN, 300 mg/kg e 

dexametasona – Sigma®, 1 mg/kg). Após 30 minutos, a inflamação foi induzida através da 

inoculação intraplantar de 30 μL de bradicinina (Sigma®), 50 μg/animal. As avaliações 

foram realizadas após 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da indução da inflamação (Cirino et al, 

1989). 

3.6.5 – Edema de pata induzido por Prostaglandina E2 

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

pata por carragenina, sendo os animais divididos nos seguintes grupos: controle negativo 

(veículo – salina 0,9% + tween 80%), controle positivo (Piroxicam – Pfizer® – 20 mg/kg) e 

o grupo experimental (rac-GTN, 300 mg/kg). Após 30 minutos, a inflamação foi induzida 

através da injeção intraplantar de 20 μL de prostaglandina E2 (Sigma®), 1 μg/animal. As 

avaliações foram realizadas após 15, 30, 60 e 90 minutos da indução da inflamação 

(Claudino et al, 2006). 

3.6.6 – Contorção abdominal induzida por ácido acético 

O experimento foi realizado de acordo com Spíndola et al (2010). Grupos de 6 

camundongos Swiss machos foram tratado via i.p. com veículo (salina 0,9% + tween 80%, 

10 mL/kg) e rac-GTN (10, 30, 100 e 300 mg/kg). As contorções foram induzidas com 
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solução de ácido acético 0,8% em água destilada (10 mL/kg) 30 minutos após os 

tratamentos e a seguir seu número determinado durante 15 minutos, para avaliação da 

nocicepção.  

3.6.7 – Nocicepção induzida pela Formalina  

Grupos de 6 camundongos Swiss machos foram tratados via i.p. com veículo (salina 

0,9% + tween 80%) e rac-GTN (50, 100, 150 e 200 mg/kg). Após 30 minutos, 20 μL de 

solução de formalina (formaldeído 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 (índice de nocicepção) foi avaliado durante 40 minutos (Spíndola et al, 

2010).  

3.6.8 – Colite aguda e subaguda induzida por TNBS 

Estes experimentos foram realizados no Departamento de Farmacologia da 

Faculdade de Farmácia da Universidade de Sevilla, sob orientação 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 solução de hidrato de cloral a 12%. A colite 

aguda foi induzida com solução de TNBS (Sigma®) dissolvido em etanol (50%, v/v), 

através de uma cânula de poliuretano (diâmetro externo de 2 mm) que foi introduzida via 

anal, 10 mg/kg, 0,25mL/animal; o grupo satélite recebeu salina 0,9%, via retal. Após a 

inoculação, os animais foram deixados de cabeça para baixo por 30 segundos, para garantir 

que a solução de TNBS não extravasasse. Os tratamentos foram realizados 48h, 24h e 1 h 

antes da indução da colite e também após 24 h de indução, sendo: controle negativo 

(veículo – salina 0,9% + tween 80%), grupo satélite (veículo – 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.o.). Após 48 horas de indução de colite, os animais foram eutanasiados 

com overdose de anestésico (hidrato de cloral, 24%) para remoção do cólon distal, que foi 

cortado longitudinalmente e após lavagem em solução salina 0,9% foi pesado e medido.  

 - Avaliação macroscópica 

Os cólons foram fotografados e o dano macroscópico foi avaliado mensurando-se a 

extensão das lesões (cm2). Além disso, obteve-se a relação peso/comprimento do cólon.  

- Dosagem de Mieloperoxidase (MPO) 

Fragmentos de cólon 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 solução contendo 

PBS pH 6,0, 0,5% de hexadecil-trimetilamonio bromido (HETAB) e 10 mM de ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA). Esse homogenato foi submetido a um ciclo de 

congelamento/descongelamento com N2 e então sonicado. Uma amostra de 10 µL do 

sonicado foi diluída em 240 µL de PBS pH 6,0 e a seguir 50 µL dessa diluição foi colocada 

em placa de 96 compartimentos, em triplicata. Acrescentou-se 50 µL de O-dianisidina 

0,067%, 50 µL de HETAB 0,5% e 50 µL de água 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 absorbância das amostras, já que 

quando há atividade dessa enzima a solução nos compartimentos torna-se alaranjada 

(Grisham et al, 1990). 

-Colite aguda induzida por TNBS 

A indução de colite aguda consiste na administração de dose elevada de TNBS (30 

mg/kg em 0,25 mL/animal) (Morris et al, 1989). A indução foi realizada no primeiro dia de 

experimento e os animais foram tratados diariamente por 10 dias, sendo: controle negativo 
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(veículo – salina 0,9% + tween 80%), grupo satélite (veículo – 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 espontânea 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 inflamações crônicas, todos provenientes dos Laboratórios Charles 

River, França, onde viviam em condições SPF (condições livres de patógenos). Com 5 

semanas de idade os animais foram trazidos para o biotério da Facultade de Farmácia da 

Universidade de Sevilla, onde foram mantidos em condições convencionais. Ao atingirem 7 

semanas de idade, os grupos foram separados e os tratamentos iniciados, sendo: WT 

controle (veículo – salina 0,9% + tween 80%), controle negativo KO (veículo – 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 três vezes/semana, por 12 semanas e 

durante esse período foram observados os sinais de toxicidade e progressão da doença, tais 

como perda de peso, diarréia, sangramentos, excreção de muco e prolapso retal (Scheinin et 

al, 2003).  

- Avaliação macroscópica 

Após 12 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados, o sangue foi 

retirado por punção cardíaca e o cólon exposto, sendo pesado, medido e fotografado. 

Obteve-se a relação peso/comprimento do cólon e o dano macroscópico foi avaliado em 

estereomicroscópio, análise cega, segundo o seguinte score proposto por Berg et al (1996): 

Score 0: cólon sem sinais de inflamação  

Score 1: áreas de inflamação (áreas avermelhadas) 

Score 2: áreas de possível displasia (áreas espessas) 

Score 3: áreas de displasia e possíveis tumores pequenos 
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Além disso, o tecido foi dividido e alíquotas armazenadas para análise histológica 

(fixação em solução de formol tamponado a 4%), extração de RNA para realização de real-

time PCR (congeladas a -70°C, tratamento com DNase) e análises bioquímicas (congeladas 

a -70°C). O real-time PCR foi realizado com objetivo de quantificar a expressão relativa de 

genes envolvidos no processo inflamatório e na carcinogênese. 

- Histologia 

 Os fragmentos destinados à análise histológica foram fixados em solução de formol 

a 4%, tamponado, por 24 horas. Após esse período, seguiu-se a desidratação progressiva 

com série crescente de etanol: etanol 50°, etanol 70°, etanol 80°, etanol 100° e inclusão em 

parafina. Os cortes foram realizados em micrótomo Leica Ultracut, 5 μm de espessura. Para 

a coloração os cortes foram desparafinizados em série de xilol e reidratados em 

concentrações decrescentes de etanol. As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina 

(HE). 

- Avaliação microscópica 

 As lâminas foram analisadas em microscópio Olympus CX41 e a análise de 

imagens através de câmara digital Altra 20, acoplada a sistema analisador de imagens 

automático (AnalySIS GetlT). As análises foram cegas e realizadas utilizando-se as 

objetivas de 4X, 10X e 20X, por histopatologista externo ao grupo.  

 A escala de inflamação seguiu um score de acordo com a proposta de Berg et al, 

(1996), com algumas modificações: 

Score 0: tecido intacto, sem modificações 

Score 1: poucas células mononucleares na lâmina própria, acompanhadas por 

mínima hiperplasia. Perda mínima ou nula de muco nas células caliciformes 

Score 2: frequentes lesões focais inflamatórias na lâmina própria (células 

mononucleares e neutrófilos). Hiperplasia moderada. Pequenas erosões epiteliais. Escassa 

inflamação na submucosa 
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Score 3: Grandes áreas de inflamação na mucosa, atingindo a submucosa. 

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

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

segundo as descrições de Sturlan et al (2001). 

-Extração de RNA 

A extração de RNA foi realizada em capela de fluxo, ambiente livre de 

ribonucleases e outras fontes de RNA/DNA, a fim de evitar a contaminação com DNA 

genômico.  Os materiais foram todos autoclavados e limpos com solução de 0,1N NaOH e 

1mM de EDTA, seguido de lavagem em água RNase-free. 

Para a extração de RNA total utilizou-se o kit de extração de RNA total Promega 

#TM048. Resumidamente: um tubo estéril de microcentrífuga/amostra contendo 175 µL de 

tampão de lise de RNA + β-mercaptoetanol foi pesado e o peso anotado. O tecido (que 

estava conservado em N2, a -70°C) foi cortado em pequenas porções, congelado em 

nitrogênio líquido e macerado com pistilo em gral de porcelana em nitrogênio líquido. 

Depois de o nitrogênio evaporar o tecido macerado foi transferido para o tubo recém-

pesado e misturado por inversão. O tubo contendo o tecido e o tampão de lise foi pesado e 

assim calculou-se a massa de tecido macerado. Adicionou-se 350 µL de tampão de diluição 

de RNA e o tubo foi colocado em banho de água ou termoblock a 70°C por 3 minutos, com 

o cuidado de não ultrapassar esse tempo. Transferiu-se o lisado para um microtubo limpo e 

adicionou-se 200 µL de etanol 95%, homogenizado com a pipeta 3-4 vezes. Centrifugou-se 

a mistura em coluna Spin (disponível no kit) por 1 minuto a 12.000-14.000 x g e lavou-se 

com solução de lavagem de RNA, seguida de tratamento com solução de DNase e DNase 

stop. Adicionou-se 100 µL de água livre de nucleases e o RNA purificado foi armazenado a 

-70°C. A concentração de RNA foi mensurada em NANODROP. 
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- Retrotranscrição 

A retrotranscrição (síntese de DNA a partir de RNA pela ação da enzima 

transcriptase reversa) foi realizada segundo kit de retrotranscrição “SuperScriptTM First-

Strand Synthesis Using Randon Primers” – Invitrogen – Cat. No: 11904-018). Para tanto se 

utilizou 1 ng-5µg de RNA total extraído. Para controle, utilizou-se RNA controle (50 

ng/µL).  

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

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

1 µL  de mix  de 10 mM dNTP 

1 µL de random primers (50 ng/µL)  

Água destilada até completar 12 µL 

- Aqueceu-se a mistura a 65ºC por 5 minutos e colocou-se em gelo por 1 minuto. Coletou-se 

o conteúdo por centrifugação e adicionou-se: 

4 µL de 5 X First-Strand Buffer  

2 µL 0,1 M DTT 

1 µL de RNaseOUTTM (40U/ µL) 

 - Adicionou-se 1 µL da enzima SuperScriptTM II RT em cada tubo e no controle 1 

µL de DEPC-treated water ao invés da enzima. Incubou-se a 25°C por 10 minutos e a 42°C 

por 50 minutos. 

- A reação foi terminada a 70°C por 15 minutos e depois em gelo. Centrifugou-se 

brevemente e adicionou-se 1 µL de RNase H em cada tubo, incubação por 20 minutos a 

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

- PCR em tempo real 

A reação de real time-PCR (amplificação e quantificação da expressão de uma 

sequência alvo de DNA) foi realizada segundo protocolo SYBR® Premix Ex Taq
TM 

(Takara, #RR041A), em aparelho LightCycler®, Roche, pelo método de Sybr®Green PCR 

master mix. A reação foi realizada utilizando os passos segundo amplificador. Estágio 1: 

Desnaturação inicial em um ciclo, a 95°C, 10-30 segundos. Estágio 2: Shuttle PCR, 

desnaturação a 95°C, 3-5 segundos e anelamento/extensão a 60°C, 20-30 segundos. Estágio 
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3: PCR em 3 passos -  desnaturação a 95°C por 3-5 segundos, anelamento a 55°C por 10-20 

segundos, extensão 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 sequência 

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

 

Tabela 3 - Oligonucleotídeos iniciadores murino-específicos (primers) utilizados 

para a amplificação de genes alvos 

Gene Sequência Temperatura de anelamento 

(°C) 

GAPDH F:5’AACGACCCCTTCATTGAC3’ 

R:5’TCCACGACATACTCAGCAC3’      

56 

TNFα F:5’GATCTCAAAGACAACCAACTAGTG3’  

R:5’CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG3’  

56 

Caspase 8 F:5’TBCGGGATCCAGACAATGCCC3’ 

R:5’AGCCCGCAGTCTCACAAGTCAC3’ 

56 

Sirt1 F:5’TGCCTCCTGAAGGCTGGGATTACAT3’ 

R:5’GGTGGTGCAAACACTGCTCCTC3’ 

56 

MMP9 F:5’TCTGGATTTGGGGGTGATGGGCA3’ 

R:5’GCGCCATGTCACAACCCTTCG3’ 

56 

Bcl-2 F:5’CCGGCGGAGGGTCAGATGGA3’ 

R:5’CACCGGGACATGGCTGCCAG3’ 

56 

VEGF F:5’GAGGTTGGCACCATGGGAGCAGA3’ 

R:5’CACGTGCCGTGGAGTGTCACAT3’ 

56 

 

As análises foram realizadas através da eficiência de reação (∆∆Cq) e normalizadas 

descontando-se o Ct (número de ciclos necessários para a amplificação do gene) individual 

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

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

controle, portanto a análise forneceu a quantificação da expressão relativa de cada gene.  
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4 – Análise dos resultados 

Todos os resultados obtidos foram estatisticamente analisados através do Teste de 

Duncan (p<0,05), ANOVA, utilizando-se o programa estatístico Statistica7®. 
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Resultados e discussão  

1 - Síntese assimétrica e racêmica e atividade antiproliferativa in vitro da 

goniotalamina  

1.1 – Síntese assimétrica da goniotalamina 

As sínteses de (R)- e (S)-goniotalamina foram realizadas em três etapas, 

empregando a alilação assimétrica do trans-cinamaldeído nas condições desenvolvidas por 

Keck e colaboradores (2003) (Esquema 2). Esse processo emprega quantidades catalíticas 

(< 10 mol%) do Ti(OiPr)4 e de BINOL em diclorometano e na presença de peneira 

molecular (4Å MS) sob a temperatura de -20°C por 60 horas, sendo um sistema eficiente 

que permite a obtenção dos alcoóis homoalílicos em bons rendimentos e com ótimo 

excesso enantiomérico (Marquissolo, 2009). A goniotalamina em suas duas formas 

enantioméricas foi obtida com rendimento global de 39%.  

 

Esquema 2 - Rota de síntese para a (R)-goniotalamina (1) ou (R)-GTN 
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Aspecto físico: Sólido cristalino branco 

 Ponto de fusão: 81-82 ºC 

A síntese da (S)-goniotalamina foi realizada nas mesmas condições, porém 

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

1.2 – Síntese racêmica da goniotalamina 

Já a síntese racêmica envolveu a alilação do trans-cinamaldeído com brometo de 

alilmagnésio em substituição à alilação enantioseletiva, seguida de esterificação com 

cloreto de acriloíla e Et3N e finalizada com reação de metátese de olefinas com catalisador 

de Grubbs de 1ª geração. Essa rota apresentou excelentes rendimentos para as etapas de 

alilação (95%), esterificação (81%) e metátese de olfeinas (79%). A goniotalamina foi 

obtida em 61% de rendimento global.  

 

Esquema 3 - Rota de síntese para a rac- goniotalamina (7) ou rac-GTN 
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A realização dos testes in vivo exige grande quantidade de amostra-teste, de forma 

que sua obtenção deve ser otimizada e em larga escala. A síntese assimétrica realizada nas 

condições de Keck e colaboradores (2003), apesar de fornecer excessos enantioméricos 

excelentes, é uma etapa trabalhosa e longa, já que exige 60 horas para que a reação ocorra. 
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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 enantiômeros. A síntese não-

assimétrica da goniotalamina apresenta excelente rendimento global, obtendo-se grandes 

quantidades em menor período de tempo. De fato, em um período de três meses foi possível 

a síntese de 25 gramas de rac-GTN e apesar do aumento da escala, o rendimento se 

manteve ao redor de 60%. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) e de 

carbono (RMN de 13C) são 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 histológicas e genéticas: endodérmicas (NCI-460/pulmão, 

HT-29/cólon), ectodérmicas (UACC-62/melanoma, MCF-7/mama, U251/glioma) e 

mesodérmicas (OVCAR-03/ovário, NCI-ADR/RES/ovário com fenótipo de resistência a 

múltiplos fármacos, PC-3/próstata, 786-0/rim). Além disso, a atividade antiproliferativa foi 

avaliada em células com fenótipos não-tumorais, de origem ectodérmica 

(HaCat/queratinócito 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 análises foram realizadas baseadas na 

metodologia de triagem in vitro para drogas anticâncer 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 

determinação da densidade celular no tempo 0 (momento de adição das amostras), o que 

possibilita o cálculo da concentração que inibe totalmente o crescimento celular 

(Shoemaker, 2006).  

Os gráficos gerados relacionam a porcentagem de crescimento e a concentração das 

amostras testadas (Figuras 13-15). Os valores entre 100% e 0 representam inibição de 

crescimento, sendo a linha 0 o marco para a inibição total de crescimento, ou seja, quando 
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a quantidade de células ao final do experimento é a mesma do momento de adição das 

amostras (placa T0). Já os valores negativos representam morte celular, pois a quantidade 

de células (dosagem de proteínas coradas por absorbância, inferida sobre a quantidade de 

células ao final do experimento) nesse caso, é menor do que aquela do momento de adição 

das amostras, ou seja, a quantidade de células analisadas na placa T0 (Monks, 1991). A 

tabela (Tabela 4) indica os valores de TGI (total growth inhibition), ou seja, a concentração 

de amostra necessária para inibir totalmente o crescimento celular em 48 horas de 

tratamento. 

A triagem in vitro inicial permite a seleção dos melhores candidatos aos estudos em 

modelos experimentais de câncer utilizando animais de experimentação. É uma técnica que 

permite a avaliação da atividade antiproliferativa com maior especificidade, rapidez, 

eficiência e reprodutibilidade (Monks et al, 1991). 

 

Figura 13 – Atividade antiproliferativa da (R)-goniotalamina 
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Atividade antiproliferativa da (R)-goniotalamina em painel de 9 linhagens tumorais humanas e duas linhagens 

não-tumorais, após 48 horas de tratamento. O gráfico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a 

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

 

 



65 
 

 

Figura 14 – Atividade antiproliferativa da (S)-goniotalamina 
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Atividade antiproliferativa da (S)-goniotalamina em painel de 9 linhagens tumorais humanas e duas linhagens 

não-tumorais, após 48 horas de tratamento. O gráfico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a 

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

. 

Figura 15– Atividade antiproliferativa da rac-goniotalamina 
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Atividade antiproliferativa da rac-goniotalamina em painel de 9 linhagens tumorais humanas e duas linhagens 

não-tumorais, após 48 horas de tratamento. O gráfico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a 

amostra em suas diferentes concentrações (0,25; 2,5; 25 e 250 μg/mL).  
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 (R)-, (S)- e rac-GTN inibiram o crescimento das células estudadas em função das 

concentrações empregadas, havendo também indução de morte celular (Figuras 13-15). (R)-

GTN apresentou os menores valores de TGI, seguidos pela rac-GTN e (S)-GTN. As 

linhagens mais sensíveis à (R)-GTN foram PC-03 (próstata) e NCI-ADR/RES (ovário com 

fenótipo de resistência multidrogas), enquanto que para rac-GTN foram NCI-460 (pulmão), 

PC-03, HT-29 (cólon) e UACC-62 (melanoma) e para (S)-goniotalamina foram NCI-

ADR/RES e OVCAR-03 (ovário) (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Valores de TGI e LC50 em µM, para (R)-, (S)- e rac-GTN, concentrações 
necessárias para inibir totalmente o crescimento celular e levar à morte de 50% das 
células, respectivamentea 

 

TGI LC50 
 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-

ADR/RES 
26,3 3,1 14,4 345,0 31,5 41,35 

786-0 21,6 9,7 29,3 116,77 115,9 121,3 
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-

03 
20,08 8,31 9,14 685,37 99,6 84,5 

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 1541,2 1265,6 

 
a Concentrações  foram determinadas por regressão não-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 (S)-GTN: o enantiômero (R)- é mais potente, apresentando valores de TGI abaixo 

de 13 µM para as células tumorais, enquanto que rac e (S)-GTN apresentam valores de TGI 

entre 13-26 µM e 9-45 µM, respectivamente (Tabela 4) (Vendramini-Costa et al, 2010). 

Para a maioria das linhagens tumorais humanas avaliadas, a goniotalamina, em suas três 

formas, inibe totalmente o crescimento celular em concentrações entre 5 e 30 µM (1 e 6 

µg/mL), que são valores relativamente baixos, demonstrando a potência das moléculas, 
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porém com pouca seletividade (Tabela 4).  Quanto às linhagens não-tumorais (Vero e 

HaCat), as três formas da goniotalamina apresentam valores de TGI mais elevados, porém 

próximos da faixa de concentração que inibe totalmente o crescimento celular das linhagens 

tumorais, de forma que não se pode afirmar seletividade para linhagens tumorais neste 

parâmetro. Realmente somente estudos in vivo poderão responder acerca da toxicidade de 

um composto. Em termos de morte celular, analisando-se os valores de LC50 pode-se 

observar que em geral são necessárias concentrações maiores de goniotalamina para levar à 

morte de 50% das células não-tumorais (Tabela 4).  

A atividade antiproliferativa da goniotalamina pode ser explicada pela presença em 

sua estrutura de uma δ lactona α-β insaturada, que atua como aceptor de Michael na 

presença de biomoléculas contendo aminoácidos nucleofílicos (por exemplo, cisteína, 

lisina, serina e treonina) ou resíduos de guanina, como já demonstrado em outras lactonas 

naturais, como a citostatina e a fostriecina (de Fátima 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 

gástrico (HCG-27), carcinoma mamário (MCF-7, T47D, MDA-MB-231), leucemia (HL-

60, Jurkat T), carcinoma de próstata (PC-03) e de cólon (HT-29) (Inayat-Hussain, et al, 

1999, 2003; Pihie et al, 1998; de Fátima et al, 2005).  

A goniotalamina em suas formas enantioméricas e racêmica apresentam atividade 

antiproliferativa in vitro, em concentrações na ordem de µM, sendo que os resultados 

obtidos para rac-GTN são comparáveis aos de seus enantiômeros. Esses dados aliados ao 

ótimo rendimento da rota sintética racêmica e o menor tempo para obtenção do produto 

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

1.4 – Influência da goniotalamina no crescimento celular da linhagem MCF-7 

sob estímulo estrogênico (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 estímulo hormonal. A linhagem MCF-7, um 
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adenocarcinoma da glândula mamária, apresenta receptores de estrógeno citoplasmáticos, 

respondendo ao estímulo proliferativo desse hormônio (ATCC, 2012). Além disso, essa 

célula expressa o oncogene Wnt7B e produz proteínas que se ligam aos fatores de 

crescimento insulina-like (IGFBP), sendo essa secreção modulada pelos tratamentos anti-

estrogênicos (ATCC, 2012). Dessa forma, utilizou-se como controle positivo o tamoxifeno 

(TAM), um anti-estrogênico que atua como modulador seletivo de receptores de estrógeno, 

funcionando como um antagonista parcial por se ligar à subunidade AF2 do receptor, que é 

ativa transcricionalmente e que regula a expressão de genes-alvo da cascata estrogênica 

(Lam et al, 2009).  

 

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

presença e ausência do 17-ß estradiol 

 
Influência de (R)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na presença e ausência do 17-ß estradiol 

(E2) (1nM). As células foram tratadas com (R)-GTN em diferentes concentrações (2,5E-7 a 250 μg/mL). *, # 

p<0,05, **, ## p<0,01 e ***,### p<0,001 (ANOVA). * diferença estatística em relação às células sem 

estradiol. # diferença estatística em relação às células com estradiol. (E- corresponde a 10-). 

 

 As concentrações entre 2,5 e 250 μg/mL apresentam atividade citocida tanto na 

presença quanto na ausência de estrógeno, ou seja, o mecanismo de morte é independente 

da via estrogênica. Concentrações abaixo de 2,5 μg/mL inibem o crescimento celular, 
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porém à medida que a concentração de goniotalamina diminui, diminui também seu efeito 

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

16).  

 

Figura 17 - Influência de (S)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na 

presença e ausência do 17-ß estradiol 

 
Influência de (S)-GTN sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na presença e ausência do 17-ß estradiol 

(E2) (1nM). As células foram tratadas com (S)-GTN em diferentes concentrações (2,5E-7 a 250 μg/mL). *, # 

p<0,05, **, ## p<0,01 e ***,### p<0,001 (ANOVA). * diferença estatística em relação às células sem 

estradiol. # diferença estatística em relação às células com estradiol. (E- corresponde a 10-). 

 

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

de (S)-GTN (25 e 250μg/mL) levam as células à morte tanto na presença como na ausência 

de estrógeno e conforme há diminuição da concentração de goniotalamina, há também 

diminuição de seu efeito antiproliferativo, o que favorece a ação do estrógeno (Figura 17).  
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Figura 18 - Influência do tamoxifeno sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na 

presença e ausência do 17-ß estradiol 

 
Influência do tamoxifeno (TAM) sobre o crescimento da linhagem MCF-7, na presença e ausência do 17-ß 

estradiol (E2) (1nM). As células foram tratadas com TAM em diferentes concentrações (2,5E-7 a 250 μg/mL). 

*, # p<0,05, **, ## p<0,01 e ***,### p<0,001 (ANOVA). * diferença estatística em relação às células sem 

estradiol. # diferença estatística em relação às células com estradiol. (E- corresponde a 10-). 

 

No caso do tamoxifeno, a concentração de 250 µg/mL leva quase que a totalidade 

das células à morte, porém quando estas são expostas ao estrógeno, a ação citocida to 

tamoxifeno praticamente é inibida, indicando efeitos antagônicos sobre a célula (Figura 

18). O mesmo ocorre na concentração de 25 µg/mL, onde o estrógeno inibe a ação citocida 

do tamoxifeno, havendo inibição total do crescimento celular. Os efeitos antagônicos do 

tamoxifeno e estrógeno podem ser mais bem observados quando as células são tratadas 

com tamoxifeno na concentração de 2,5 µg/mL: tal concentração não altera a viabilidade 

celular, porém inibe totalmente a ação do estrógeno, indicando um efeito sobre os 

receptores do hormônio. Estes resultados estão de acordo com os apresentados por Soto et 

al (1995). 

Os receptores de estrógeno funcionam tanto como fatores como co-fatores de 

transcrição (Shi et al, 2007). Dois terços dos tumores de mama apresentam crescimento 

dependente de estrógeno; quando o estrógeno se liga em seu receptor, há a sinalização para 

a transcrição de genes que ativam a proliferação e sobrevivência (Brekman et al, 2011). 
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Estudos recentes indicam que o estrógeno leva à estabilização pós-traducional de 

proteínas relevantes para a promoção do ciclo celular, como c-Myc e ciclina D1 (Shi et al, 

2007). De maneira semelhante, a β-catenina, juntamente com TCF/LEF (família de fatores 

de transcrição) podem promover a sobrevivência e proliferação celular durante diversos 

estágios do desenvolvimento da glândula mamária, regulando também os genes que 

codificam para c-Myc e ciclina D1. Além dos receptores de estrógeno, outros receptores, 

como os da família dos receptores de fatores de crescimento endotelial (EGFR), também 

direcionam o crescimento de células tumorais de mama, levando à ativação das cinases Akt 

e Erk, que participam de vias de proliferação e sobrevivência (Frogne et al, 2009). O 

estrógeno leva também à ativação da PI3K, direcionando as células MCF-7 para a fase S do 

ciclo celular, promovendo sua proliferação (Lombardi et al, 2008). 

A proliferação e sobrevivência celular em decorrência da ação do estrógeno é uma 

ação coordenada entre essas atividades e a inibição de morte celular: diversos estudos 

indicam que o estrógeno induz a expressão do gene anti-apoptótico bcl-2, portanto inibindo 

a apoptose, além de inibir a transcrição do gene p53, que codifica para a proteína p53, 

importante regulador de morte celular (Brekman et al, 2011).  Dessa forma, tratamentos 

que inibam a proliferação celular ou que induzam apoptose independentemente de Bcl-2 e 

p53 ou ainda que inibam a expressão do gene bcl-2 possivelmente serão ativos em 

linhagens dependentes de estrógeno, como a MCF-7, como pode ser o caso da 

goniotalamina em maiores concentrações, não necessariamente interagindo com os 

receptores de estrógeno.  

O tamoxifeno e o fulvestrano (antagonista de receptores de estrógeno, sem efeitos 

agonistas), além de atuarem nos receptores de estrógeno, também induzem apoptose via 

inibição da expressão de Bcl-2 (Kansra et al, 2005; Ko et al, 2011). A expressão de Bcl-2 

está envolvida com a resistência ao tamoxifeno em alguns tipos de câncer de mama (Ko et 

al, 2011).  

A ação independente de (R)- e (S)-GTN sobre a linhagem permite concluir que 

nessas condições experimentais tais moléculas não atuam através da inibição da atividade 

estrogênica, o que não exclui a possibilidade de ação sobre as mesmas vias ativadas e/ou 
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inibidas pelo estrógeno. Nesse caso não haveria competição, ou seja, a administração de 

estrógeno não influenciaria a atividade da goniotalamina. 

2 - Toxicidade aguda in vivo 

 A avaliação da toxicidade aguda foi realizada pela administração intraperitonial de 

(R)-, (S)- e rac-GTN nas doses de 50, 100, 300, 600 e 1000 mg/kg, seguindo-se a 

observação dos animais durante 4h após a administração das doses e durante os 15 dias 

subsequentes. Nenhuma evidência de toxicidade foi observada durante as 4h de observação 

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 secreção ocular após 5 minutos de 

tratamento, diminuição da locomoção e da resposta aos estímulos, com aparecimento de 

tremores após 15 minutos de tratamento. Todos os animais se recuperaram após 2 horas de 

tratamento, não havendo morte. Já os animais tratados com a dose de 1000 mg/kg 

apresentaram muitos sinais de toxicidade: após 2 minutos de tratamento os animais 

apresentaram tremores, dificuldade respiratória, cauda em Straub, epistotonus (cabeça e 

tronco arqueados para trás) e convulsões 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 ação central da molécula, que interfere na capacidade respiratória e 

locomotora dos animais, levando à convulsões do tipo clônico-tônica. Dessa forma a dose 

máxima 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.  
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3 - Atividade antiproliferativa da goniotalamina em camundongos 

implantados com a linhagem MCF-7 encapsulada em fibras semipermeáveis 

(Hollow fiber) 

O modelo de Hollow fiber consiste no cultivo de linhagens tumorais em fibras de 

polivinilideno permeáveis a substâncias com peso molecular <500 KDa, podendo ser 

implantadas no subcutâneo e/ou peritônio de animais imunocompetentes. Os animais são 

tratados com substâncias de interesse e então as fibras são retiradas e o efeito dos 

tratamentos sobre as linhagens celulares é avaliado empregando-se métodos colorimétricos 

(Decker et al, 2004). A vantagem desse modelo reside no fato de que os animais, mesmo 

sendo imunocompetentes, não desenvolvem reação imune contra as células contidas nas 

fibras, pois essas não são apresentadas como antígenos. Portanto não há 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 já foram realizados 

testes mecanísticos associados à ação da goniotalamina sobre receptores de estrógeno. 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 não foi ativo, enquanto que as doses de 30 e 100 mg/kg 

inibiram o crescimento tumoral em 52% e 65% respectivamente (Figura 19). Já 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. É interessante notar que no modelo de Hollow fiber as células 

tumorais estão confinadas às fibras, portanto a ação que se observa é de fato sobre vias que 

levam à proliferação celular. A goniotalamina, ao apresentar atividade antiproliferativa 

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

MCF-7 implantada no abdômen 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 retângulos brancos indicam a procentagem de inibição de crescimento. Tratamentos com 

rac-GTN, via i.p., nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg resultaram em  inibição do crescimento celular dose-

dependente. A doxorrubicina (3 mg/kg) foi utilizada como controle positivo e o veículo foi salina 0,9% + 

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

  

 O modelo de Hollow fiber é amplamente utilizado pelo NCI como modelo 

intermediário entre a triagem in vitro e o modelo de tumor xenográfico in vivo, por ser um 

modelo eficiente para seleção de potenciais substâncias com alguma atividade in vivo, com 

o aditivo de fornecer informações acerca da atividade pós-metabolização da substância 

usada nos tratamentos (Mi et al, 2009).  

 Porém, sobre o modelo de Hollow fiber é importante apontar que este não substitui 

outros que permitam estudos acerca da biologia e patogênese do tumor, pois neste não é 

possível avaliar aspectos do estroma ou de respostas imunológicas, 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 sólido e ascítico de 

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

no desenvolvimento desse tumor.    

4 – Tumor sólido e ascítico 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 sólido de Ehrlich inoculado na pata direita 

traseira do animal. Este tumor é de crescimento rápido e agressivo e o fato de ser inoculado 

na pata do animal permite analisar o comportamento sistêmico das amostras, que são 

administradas intraperitonialmente.  Além disso, como o experimento tem entre 15 e 20 

dias de duração, pode-se avaliar a toxicidade da amostra em doses repetidas, pois os 

esquemas de tratamento podem variar de um tratamento semanal para até tratamentos 

diários. No caso da goniotalamina, os tratamentos foram realizados a cada três dias, 

totalizando cinco administrações. 

Após 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 diferença estatística em 

todos os grupos tratados comparados ao controle positivo (salina 0,9% + tween 80%), mas 

não havendo diferença entre os grupos tratados (p<0,05) (Figura 20). A inibição de 

crescimento tumoral foi mantida até o final do experimento (após 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%, 40,99,5% 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 concordância com esses dados, o peso relativo tumoral (razão 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 sólido de 

Ehrlich 

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

151310740

*

*

* ***
***

**

**

***

***
***

*****

******
*

*

V
o

lu
m

e
 t

u
m

o
ra

l 
(m

L
)

Dias

 Veículo

 5-FU 10 mg/kg

 rac-GTN 30 mg/kg

 rac-GTN 100 mg/kg

 rac-GTN 300 mg/kg

 

Efeito da rac-GTN sobre o desenvolvimento do tumor sólido 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 inibição significativa do crescimento tumoral. O 5-fluorouracil (5-FU) foi utilizado como controle 

positivo e veículo 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 diferença 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 redução significativa no peso relativo tumoral, em comparação com o controle negativo (salina 0,9% + 

tween 80%). * p<0,05 (ANOVA).  
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 A fim de investigar a influência da configuração absoluta na atividade 

antiproliferativa in vivo e considerando os resultados promissores obtidos com rac-GTN no 

modelo de tumor sólido de Ehrlich, a atividade de (R)- e (S)-GTN também foi avaliada 

nesse modelo. Estudos relacionando estrutura-atividade são importantes, como já 

demonstrado no caso da talidomida racêmica, que é muito utilizada no tratamento de 

mieloma múltiplo, mas cujos enantiômeros possuem atividades distintas: o enantiômero (R) 

possui propriedades sedativas e o enantiômero (S) é teratogênico (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 enantiômeros e a doxorrubicina (3 

mg/kg) foi utilizada como controle positivo.  

 

Figura 22 - Efeito da (R)- e (S)-goniotalamina sobre o desenvolvimento do tumor 

sólido de Ehrlich 
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Efeito da (R)- e (S)-GTN sobre o desenvolvimento do tumor sólido 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 

inibição significativa do crescimento tumoral. Doxorrubicina (3 mg/kg) foi utilizada como controle positivo e 

o veículo foi salina 0,9% + tween 80%. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 (ANOVA). 
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Os enantiômeros da goniotalamina começaram a inibir o crescimento tumoral a 

partir do 10º dia, após três tratamentos (Figura 22). O enantiômero (S)- inibiu o aumento de 

volume tumoral em 53,7  20,9% no 10º dia, perfil que foi mantido até o final do 

experimento, quando a inibição de crescimento foi de 48,7  9,3%. Nos animais tratados 

com (R)-GTN o efeito inibitório sobre o crescimento tumoral foi observado após o 13º 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 7º dia (42,7  9,2%), ação mantida 

até o final do experimento (34,75,6%), 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 diferença 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 redução significativa no peso relativo tumoral, em comparação 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 inibição 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 possíveis 

sinais de toxicidade. Após 15 dias de experimento (5 tratamentos), não 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 (2,5g de perda no final do experimento, 

representando 10% da massa corporal e então definindo a máxima dose tolerada). A 

doxorrubicina é um potente agente antitumoral que está entre as drogas antineoplásicas 

mais ativas desenvolvidas até o momento, porém sua aplicação é limitada por seus efeitos 

colaterais, que incluem toxicidade à medula óssea, desordens gastrointestinais, estomatite, 

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

A toxicidade apresentada pela maioria das drogas disponíveis na quimioterapia do 

câncer e também pela radioterapia é um dos maiores desafios para o desenvolvimento de 

novas drogas, que visam maiores índices terapêuticos com maior seletividade para as 

linhagens tumorais (Weinberg, 2008). Dessa forma, a ausência de sinais de toxicidade nas 

doses efetivas da goniotalamina representa um indicativo positivo para a continuidade dos 

estudos pré-clínicos com essa molécula. 

Tumores sólidos são estruturas complexas e heterogêneas, 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 

diferenças de pH, pressão de oxigênio e fluxo de nutrientes, que contribuem para a 

resistência tumoral à quimioterapia devido à distribuição 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 sólido de 

Ehrlich, demonstrando provável eficácia no tratamento de tumores sólidos.  

O tumor sólido é um modelo interessante, pois permite acompanhar o 

desenvolvimento tumoral dia a dia até o final do experimento, porém é mais difícil a 
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avaliação da densidade celular. Como o modelo ascítico permite essa quantificação, foi 

realizado um experimento piloto avaliando a atividade da rac-GTN no modelo de tumor 

ascítico de Ehrlich. Nesse piloto o experimento foi mais curto (8 dias), o que permitiu a 

coleta do líquido ascítico 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 influência da goniotalamina sobre os parâmetros sanguíneos, no final 

desse experimento o sangue foi retirado para determinação do hemograma. 

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

peritonial nos diferentes tratamentos 
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Efeito da rac-GTN sobre o número total de células/mL do lavado peritonial contendo ascite decorrente do 

desenvolvimento do tumor ascítico de Ehrlich. Tratamentos com rac-GTN, via i.p., nas doses de 30 e 100 

mg/kg  resultaram em inibição significativa do número de células/mL. Como veículo foi utilizado salina 0,9% 

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

Como observado no tumor sólido 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 parâmetros sanguíneos, o tumor ascítico de Ehrlich produz no 

hospedeiro mudanças na resposta hematopoiética medular, como anemia, depleção tímica, 

imunossupressão e leucocitose granulócito-dependente, havendo também efeitos 

supressores nas células progenitoras da medula óssea (Bincoletto et al, 2005). No caso 

desse experimento, o desenvolvimento do tumor foi responsável por uma diminuição do 

número de leucócitos, sem alteração na quantidade de eritrócitos, hemoglobina e plaquetas 

(Figura 25).  

Figura 25 - Efeitos da rac-goniotalamina sobre alguns parâmetros hematológicos 
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Hemograma do sangue total dos animais após tratamento com rac-GTN, via i.p., nas doses de 10, 30 e 100 

mg/kg. Grupo sham: animais saudáveis, sem tumor e sem tratamento. Leucócitos totais (WBC), eritrócitos 

(RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Ptl). * p < 0,05, *** p<0,001. Duncanʼs test, p < 0,001 (ANOVA). 

A diminuição na contagem de leucócitos, apesar de não estar correlacionada com as 

doses, sugere uma possível inibição de proliferação dessas células. Essa hipótese deverá ser 
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avaliada em estudo específico de toxicidade e com animais saudáveis, realizando a 

contagem diferencial desses leucócitos.  

O tumor de Ehrlich é um adenocarcinoma mamário de crescimento rápido e 

agressivo, que gera uma resposta inflamatória local caracterizada pelo aumento da 

permeabilidade vascular, formação de edema e migração celular (Stewart, 1959; Fecchio et 

al, 1990). Os estudos sugerem que a resposta inflamatória neutrofílica 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 angiogênese e fatores de 

crescimento induzidos pela inflamação, que são necessários para o desenvolvimento 

tumoral (Bergami-Santos et al, 2004; Nascimento et al, 2006). Pode-se concluir então que a 

modulação da resposta inflamatória pode inibir o desenvolvimento desse tumor.  

Corroborando com essa hipótese, diversos estudos apontam para uma estreita 

relação entre câncer e processos inflamatórios crônicos, suportada por evidências 

epidemiológicas onde mais de 25% dos cânceres estão relacionados à infecções crônicas e a 

outros tipos de inflamação (Schetter et al, 2010). Durante o processo de tumorigênese, 

modificações drásticas no estroma, reação inflamatória e resposta imune são fatores 

desencadeados no microambiente tumoral, que atuam promovendo e mantendo o tumor 

(Bissel & Hines, 2011).  

Inflamações crônicas têm sido associadas a vários passos envolvidos na 

tumorigênese, incluindo transformação celular, promoção, sobrevivência, proliferação, 

invasão, angiogênese e metástase (Aggarwal et al, 2009). O processo inflamatório 

associado ao câncer inclui infiltração de células de defesa, predominantemente de células 

fagocitárias, presença de mensageiros inflamatórios (como fator de necrose tumoral, 

interleucinas e quimiocinas), tecido em remodelamento e angiogênese (Mantovani, 2007).  

Considerando que o microambiente é um componente determinante na formação e 

manutenção tumoral, o entendimento de seu papel na tumorigênese poderá auxiliar na 

transposição desses conhecimentos para a clínica. O co-tratamento com drogas que 

modifiquem o ambiente tumoral pode promover uma resposta adjuvante com os 

quimioterápicos que atuam em alvos específicos (Bissel & Hines, 2011). Recentemente 

diversos estudos foram realizados propondo terapias combinatórias que enfocam o papel do 
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microambiente em vários tipos de câncer, bem como o tumor propriamente dito. Algumas 

dessas terapias já foram aprovadas pelo FDA (US Food and Drug Administration) para o 

tratamento de diversos cânceres, como inibidores de angiogênese (Avastin®) e o anti-

inflamatório Celebra®, inibidor de COX-2 utilizado em estudos clínicos de fase II como 

adjuvante no tratamento de câncer de próstata e pâncreas, por suprimir o crescimento de 

vasos (Bissel & Hines, 2011).  

A fim de avaliar a influência da inflamação no desenvolvimento tumoral, a 

atividade do anti-inflamatório não-esteroidal Piroxicam (20 mg/kg) foi avaliada no modelo 

de tumor sólido de Ehrlich. Além disso, considerando a extensa aplicação de terapias 

combinatórias no tratamento de diversos tipos de câncer, a atividade da rac-GTN, 100 

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

 

Figura 26 - Efeito da rac-goniotalamina, rac-goniotalamina + 5-fluorouracil e 

do Piroxicam (AINEs) sobre o desenvolvimento do tumor sólido de Ehrlich 
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Efeito da rac-GTN, rac-GTN + 5-fluorouracil e do piroxicam (AINEs) sobre o desenvolvimento do tumor 

sólido 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 inibição significativa do crescimento 

tumoral. O quimioterápico 5-fluorouracil (10 mg/kg) foi utilizado como controle positivo e o veículo foi 

salina 0,9% + tween 80. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 (ANOVA). 
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Já no quarto dia de experimento, os grupos tratados com 5-FU 10 mg/kg e com 

piroxicam 20 mg/kg apresentaram diferença estatística em relação ao controle negativo 

(p<0,05 e p<0,01). Realmente, esse quadro pode estar relacionado com uma ação citotóxica 

do quimioterápico e uma ação anti-inflamatória do AINEs, pois já foi relatado que existe 

um aumento expressivo nos níveis de prostaglandina E2 após o inoculo das células tumorais 

de Ehrlich (Oloris et al, 2002). Nos grupos tratados com rac-GTN e rac-GTN + 5-FU 

houve inibição 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 inibição 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 

40,99,5% 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 antimetabólicas, ou seja, atua inibindo 

processos biossintéticos essenciais e/ou sendo incorporado em macromoléculas, como 

DNA e RNA, inibindo suas funções normais. É um análogo da uracila com um átomo de 

flúor na posição C-5, no lugar de um hidrogênio; essa uracila modificada se incorpora ao 

DNA e RNA, inibe a síntese da enzima timidilato sintase, promovendo danos ao DNA. 

Além disso, inibe também a síntese de RNA e está relacionado à proteína FAS, que é um 

membro da superfamília do receptor de fator de necrose tumoral, que compõem o death-

inducing signalling complex (DISC) e ativa a via de apoptose extrínseca via ativação de 

caspase 8 (Longley et al, 2003). Porém, o 5-FU apresenta baixa biodisponibilidade, que 

pode ter sido também interferida pela administração da goniotalamina, o que explicaria o 

perfil de atividade do tratamento combinado ser igual ao tratamento somente com a 

goniotalamina (Longley et al, 2003). Essa hipótese poderá ser mais bem explorada em 

estudos mais detalhados, incluindo avaliação dos mecanismos de ação. 

Era de se esperar que o Piroxicam fosse ativo nesse modelo, pois durante o 

desenvolvimento do tumor de Ehrlich há também a instalação de um quadro inflamatório 

que auxilia no desenvolvimento tumoral. A liberação de prostaglandina E2 provavelmente 

foi inibida já no início do experimento, pois o Piroxicam, sendo um AINEs, atua na 

inibição da ciclooxigenase (COX), enzima que catalisa a síntese de prostaglandinas, 
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prostaciclinas e tromboxanos a partir do ácido araquidônico (Rang et al, 2004). A COX-2 

está superexpressa em muitos tipos de câncer, sendo relacionada a mau prognóstico. Seus 

produtos estão relacionados à angiogênese e metástase em diferentes níveis, além de terem 

papel na supressão da resposta imune local no ambiente tumoral e na apoptose 

(Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).  

O fato de a goniotalamina inibir a progressão do tumor de Ehrlich, que tem um 

componente inflamatório importante para seu desenvolvimento (o que foi comprovado com 

a atividade do Piroxicam sobre esse modelo), estimulou a realização de estudos acerca da 

atividade da goniotalamina em modelos de inflamação.  

5 – Atividade da goniotalamina em modelos de inflamação 

O processo inflamatório é caracterizado pela produção de prostaglandinas, 

leucotrienos, histamina, bradicinina, fator ativador de plaquetas e pela liberação de agentes 

químicos pelo tecido e células migratórias (Mazzon et al, 2011). A compreensão da ação 

anti-inflamatória requer conhecimento sobre os mecanismos básicos da reação inflamatória.  

A reação inflamatória corresponde aos eventos que ocorrem nos tecidos em resposta 

a um patógeno ou substância nociva, englobando dois componentes: uma resposta inata 

não-adaptativa e uma resposta imunológica específica. Inicialmente tem-se a resposta inata, 

que é disparada com o reconhecimento por macrófagos teciduais de padrões moleculares 

específicos associados a patógenos ou ao agente nocivo. Essa interação leva à produção das 

principais citocinas pró-inflamatórias, o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina-1 

(IL-1), que vão atuar nas células endoteliais vasculares de vênulas pós-capilares, 

promovendo aumento de permeabilidade e exsudação de líquidos (eventos vasculares). 

Essas citocinas promovem também o aumento da expressão de moléculas de adesão na 

superfície das células vasculares e de neutrófilos, favorecendo a migração celular até o 

local da lesão (eventos celulares). O exsudado é transportado por vasos linfáticos até 

gânglios e tecidos linfóides, onde produtos de microorganismos invasores podem então 

iniciar uma resposta imune específica (Rang et al, 2004). 
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 O aumento de permeabilidade vascular com exsudação de líquido contém os 

componentes das cascatas enzimáticas que dão origem aos mediadores da inflamação: 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 ação direta e também por estimular a síntese de outros mediadores inflamatórios. Já as 

frações do complemento C3a e C5a estimulam os mastócitos a liberarem histamina, que 

promove a dilatação de arteríolas locais. Além desses mediadores, as reações antígeno-

anticorpo e a própria lesão celular promovem estímulos que levam à liberação de ácido 

araquidônico por ação de fosfolipase A2 (PLA2), que será metabolizado em uma série de 

cascatas que levam à síntese de outros mediadores inflamatórios, como os leucotrienos, 

prostaglandinas e outras quimiotaxinas, amplificando a resposta inflamatória (Rang et al, 

2004).   

 Os eventos celulares derivam da atração de neutrófilos até o local da lesão, por 

quimiotaxinas, onde haverá o reconhecimento e fixação dessas células aos 

microorganismos existentes na região de inflamação e então a fagocitose (Rang et al, 

2004). 

 Tendo conhecimento dos mecanismos básicos da resposta inflamatória, o estudo da 

avaliação de atividade anti-inflamatória foi realizado inicialmente em modelo de edema de 

pata induzido por carragenina, que simula as diversas etapas da reação inflamatória, e 

posteriormente em modelos de inflamação induzida por diferentes mediadores. 

5.1 – Edema de pata induzido por Carragenina 

O modelo de inflamação induzida por carragenina é comumente utilizado para 

avaliar o efeito de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), sendo útil para avaliar a 

contribuição de mediadores envolvidos nas alterações celulares durante o processo 

inflamatório (Mazzon et al, 2011). A inflamação aguda gerada pela carragenina está 

relacionada com a infiltração de neutrófilos que produzem radicais livres como o 

superóxido e radicais hidroxilas, bem como com a liberação de outros mediadores 

relacionados com estímulo inflamatório (Salvemini et al, 1996). 
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Em camundongos esse modelo apresenta duas fases distintas: uma fase inicial, que 

se inicia imediatamente após o inóculo da carragenina e permanece por até 6 horas, 

enquanto que a fase tardia tem início após 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 liberação de histamina, 

serotonina e bradicinina, não sendo portanto efetivamente inibida por AINEs (Mazzon et al, 

2011). Nessas seis primeiras horas há a participação de serotonina, PLA2, histamina, 

cininas, metabólitos derivados de ácido aracdônico (prostaglandinas e leucotrienos) e óxido 

nítrico (NO), enquanto que os mediadores na fase tardia produzem um edema dependente 

da mobilização de neutrófilos, aumento da expressão de COX-2, diminuição da produção 

de NO, com migração de monócitos e macrógafos (Nunes et al, 2007; Pedernera et al, 

2010; Fröde 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 após 6 horas de experimento, voltando a 

atuar somente no segundo pico do processo, após 48 horas (Figura 27). A dose de 100 

mg/kg produziu modesta redução do edema na primeira fase, atuando de forma mais 

expressiva na segunda fase edematogênica. Já a menor dose de rac-GTN (30 mg/kg) 

reduziu o edema somente após 48 horas (Figura 28). Ao final do experimento todos os 

tratamentos inibiram significativamente o edema inflamatório em relação ao controle 

negativo (p>0,05) (Figuras 27 e 28) (Vendramini-Costa et al, 2010). 

A inibição das fases iniciais da inflamação observada no tratamento onde a 

goniotalamina foi administrada na maior dose é interessante, pois os mediadores envolvidos 

nessa etapa (bradicinina, histamina, serotonina, PLA2) são fundamentais para a manutenção 

do quadro inflamatório, sendo intimamente relacionados com o aumento da permeabilidade 

vascular e o extravazamento de líquidos para o plasma, processos que contribuem para a 

ativação da resposta celular e migração neutrofílicas aos sítios de inflamação. Uma vez que 

exista inibição dessa etapa, todas as outras serão inibidas por consequência. Doses menores 

não foram capazes de bloquear o efeito agudo desses mediadores, inibindo somente fases 
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mais tardias do processo, ou seja, quando a expressão 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 após a indução da inflamação. Os camundongos foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg), 

salina 0,9% + tween 80 ou Piroxicam (20 mg/kg), 30 minutos antes da inoculação intraplantar de carragenina 

2,5%. O edema de pata foi avaliado em hidropletismômetro 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 24, 48 e 72 horas após a 

indução da inflamação. p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferentes do grupo tratado com 

veículo (ANOVA).  

 

A possível atividade anti-inflamatória da doxorrubicina (5mg/kg) também foi 

avaliada, havendo redução do edema inflamatório a partir de 24 horas após a indução de 

inflamação (Figura 28), que foi mantido por toda a fase tardia, quando ocorre intensa 

mobilização de neutrófilos e envolvimento de leucotrienos, caracterizando a resposta 

celular. Provavelmente o tratamento com a doxorrubicina interferiu na 

produção/mobilização de células de defesa, o que corrobora com sua conhecida ação sobre 

as células de rápida proliferação, como as medulares, levando à leucopenia. A atividade 

apresentada pela doxorrubicina é similar à apresentada por rac-GTN na dose de 30 mg/kg, 

sendo que o perfil de atividade apresentado pela goniotalamina é dependente da dose: doses 
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elevadas inibem todas as fases inflamatórias, enquanto que doses mais baixas atuam na fase 

tardia do processo inflamatório, como o quimioterápico (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 ascítico 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 após a indução da inflamação. 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 inoculação intraplantar de 

carragenina 2,5%. O edema de pata foi avaliado em hidropletismômetro 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 24, 48 e 72 horas 

após a indução da inflamação. p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferentes do grupo tratado 

com veículo (ANOVA).  

 

 Certos tipos de câncer induzem a formação de um microambiente inflamatório, que 

tem como objetivo contribuir no desenvolvimento do tumor (Walczak, 2011). Como já 

citado, Hanahan & Weinberg (2011), em sua revisão sobre os hallmarks do câncer, 

incluíram a inflamação como um processo facilitador, pois fornece moléculas bioativas tais 

como fatores de crescimento e sobrevivência, fatores angiogênicos, enzimas que modificam 
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a matrix extracelular, entre outros. Em certos casos, a inflamação é evidente já nos 

primeiros estágios da progressão tumoral, promovendo o desenvolvimento do tumor ou 

propiciando às células tumorais a evolução gênica, visto que a ação de células inflamatórias 

pode levar à liberação de agentes mutagênicos (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).  

No microambiente tumoral, as células do sistema imune e as endoteliais são 

recrutadas a produzir mais mediadores pró-inflamatórios, incluindo eicosanóides e fatores 

angiogênicos e de crescimento (Wang & Dubois, 2010). Prostaglandinas e leucotrienos são 

promotores tumorais devido ao seu papel na relação entre as células tumorais e o estroma, 

estabelecendo um microambiente que facilita a angiogênese e impede o ataque do sistema 

imune. Além disso, modulam a proliferação, diferenciação tumoral, apoptose e interferem 

na migração e invasividade das células tumorais (Wang & Dubois, 2010).  

 Tumores sólidos estão entre as principais causas de morte nos países ocidentais e 

sua incidência cresce a cada ano. Embora o prognóstico desses pacientes tenha evoluído na 

última década em virtude do diagnóstico precoce e das terapias antitumorais, existe ainda a 

necessidade de novos tratamentos (de Groot et al, 2007). Portanto, a inibição das fases 

inicial e tardia do processo inflamatório pela goniotalamina pode contribuir como adjuvante 

ao tratamento quimioterápico. 

 A fim de melhor investigar a atividade anti-inflamatória da goniotalamina, sua 

atividade sobre os mediadores que atuam nas diferentes fases do processo inflamatório foi 

avaliada. Para tanto foi selecionada a dose de 300 mg/kg, que foi ativa em todas as fases 

inflamatórias produzidas pela carragenina. 

5.2 – Edema de pata induzido por Fosfolipase A2 

A fosfolipase A2 (PLA2) produziu edema inflamatório verificado já na primeira 

avaliação (15 minutos), havendo um pico inflamatório aos 30 minutos, que a seguir passou 

a diminuir (Figura 29). A atividade anti-edematogênica de rac-GTN foi verificada já na 

primeira avaliação, quando houve inibição de 44,0±26,2%. O pico inflamatório foi 

reduzido em 65,0±11,1%, sendo que nas avaliações subseqüentes (60 e 90 minutos) a 

inibição 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 à dexametasona, que reduziu o edema 

inflamatório em 46,2±28,0% após 15 minutos, em 70,8±18,1% na segunda avaliação (30 

minutos) e em 51,7±24,1% e 49,6±30,7% após 60 e 90 minutos da indução, 

respectivamente (p<0,05). 

 

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

por Fosfolipase A2 
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Efeito de rac-GTN sobre o edema de pata induzido por fosfolipase A2 de veneno de Naja naja, expresso como 

volume de edema (mL) por minuto após a indução de inflamação. Os animais foram tratados com rac-GTN 

(300 mg/kg), salina 0,9% + tween 80 ou dexametasona (1 mg/kg), 30 minutos antes do inóculo intraplantar de 

fosfolipase A2, 5 μg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismômetro 15, 30, 60, 90 e 120 

minutos após a indução de inflamação. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferente do 

grupo tratado com veículo (ANOVA). 

 

A fosfolipase A2 (PLA2) hidrolisa glicerolipídios de membrana na posição sn-2, o 

que é seguido de uma liberação de ácidos graxos e lisofosfolipídios. A PLA2 é então 

translocada do citosol para a membrana perinuclear, processo dependente de Ca2+ e da 

ativação por fosforilação dependente de quinases ativadas por mitógenos, quando então 

hidrolisa preferencialmente fosfolipídios que contém ácido aracdônico (AA). O ácido 

aracdônico será utilizado nas cascatas enzimáticas de ciclooxigenases (COX) e 
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lipooxigenases (LOX) para produzir eicosanóides, incluindo prostaglandinas e leucotrienos. 

Estes fatores atuam promovendo vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, o 

que culmina no extravasamento de líquidos e na formação do exsudado inflamatório. Além 

disso, o ácido aracdônico participa também da síntese de quimiocinas, que atraem a 

migração de leucócitos para o local da inflamação (Rang et al, 2004; Tai et al, 2010; Wang 

& Dubois, 2010; Murakami et al, 2011). 

Os glicocorticóides, como a dexametasona, interagem com receptores 

intranucleares, ativando a expressão de genes para a lipocortina, que sequestra o substrato 

fosfolipídico ou inibe diretamente a ação da PLA2, não havendo, portanto, a hidrólise de 

fosfolipídios de membrana e a disponibilização de aracdonato. O resultado final desta ação 

é a inibição da liberação de eicosanóides, PAF (fator de agregação plaquetária) e histamina, 

além de inibição da expressão de genes para diversas proteínas inflamatórias, como 

citocinas, fatores de adesão celular, COX-2, iNOS, havendo também diminuição da 

concentração plasmática de componentes do sistema complemento (Rang et al, 2004; 

Barnes, 2010; Faiçal & Uehara, 1998). 

A atividade apresentada pela goniotalamina nesse modelo foi semelhante à 

apresentada pela dexametasona, sugerindo uma ação sobre a PLA2 ou sobre enzimas 

específicas da cascata de formação de eicosanóides. Tal atividade seria interessante, pois os 

produtos da cascata da PLA2 (a prostaglandina, por exemplo) são fatores de crescimento 

tumoral (Stewart & Gera, 2006). Além disso, outros estudos indicam que a cPLA2 

(Fosfolipase A2 citosólica) atua na promoção tumoral, contribuindo com a sobrevivência de 

células endoteliais, crescimento, migração e formação de novos vasos. Tais ações foram 

comprovadas em células deficientes em PLA2 e também em células que receberam 

tratamentos com seus inibidores, havendo deficiências no processo angiogênico (Tosato et 

al, 2010).  

Outro ponto onde poderia haver ação da goniotalamina é na indução da cPLA2: 

TNFα, IL-1 e NF-κB podem induzir  a liberação de cPLA2 (Sundarraj et al, 2012). TNFα e 

IL-1 são citocinas pró-inflamatórias, moléculas sinalizadoras que possuem papel 

fundamental na resposta inflamatória e imune, através da modulação de diversas funções 

celulares, sendo secretadas em resposta a injúrias produzidas por carcinógenos, infecções e 



93 
 

inflamação (Mazzon et al, 2011). Essas citocinas, na maioria das vezes, ativam o fator de 

transcrição NF-κB, que regula a transcrição de uma série de fatores pró-inflamatórios e 

tumorais, dentre eles a PLA2, favorecendo a carcinogênese. A modulação de fatores 

envolvidos nas vias dessas citocinas ou na cascata do NF-κB poderia levar à inibição da 

atividade da PLA2, o que estaria coerente com a inibição apresentada pela maior dose de 

goniotalamina no modelo de inflamação induzida por carragenina, quando houve inibição 

do edema já na primeira hora. Sabe-se que o TNFα está intimamente relacionado aos 

processos de quimioatração, adesão e migração de neutrófilos: inibindo-se sua atividade, a 

fase celular da inflamação estará comprometida (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).  

5.3 – Edema de pata induzido pelo composto 48/80 (liberação de histamina e 

serotonina) 

O composto 48/80 é uma substância polibásica constituída de uma mistura de 

polímeros de baixo peso molecular. Age induzindo uma rápida liberação de serotonina e 

principalmente histamina pelos mastócitos localizados no tecido, sendo que essa liberação 

ocorre dentro de minutos após o estímulo. O estímulo dos mastócitos leva ainda à liberação 

de outros mediadores, como os metabólitos do ácido aracdônico (prostaglandinas e 

leucotrienos), citocinas e quimiocinas, que são liberadas mais tardiamente (Penissi et al, 

2009). 

O composto 48/80 produziu um pico inflamatório após 15 minutos da 

administração, o qual reduziu em 53,5% na avaliação de trinta minutos, seguindo-se um 

aumento e manutenção deste nas avaliações subsequentes (Figura 30). O controle positivo 

(ciproheptadina) apresentou atividade até uma hora após a injeção de 48/80 inibindo em 

67,4±17,8% o edema após quinze minutos de indução e em 59,1±40,9% e 77,4±29,2% após 

trinta e sessenta minutos da indução, respectivamente (p<0,05). 

A goniotalamina inibiu a formação do pico inflamatório (34,9±21,0%), 

proporcionando uma diminuição gradativa do edema inflamatório até a avaliação 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 (liberação 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 após a indução de inflamação. Os animais foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg), 

salina 0,9% + tween 80 ou ciproheptadina (4 mg/kg), 30 minutos antes do inóculo intraplantar do composto 

48/80 (histamina/serotonina), 10 μg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismômetro 15, 30, 

60, 90 e 120 minutos após a indução de inflamação. * p<0,05 e ** p<0,01 estatisticamente diferente do grupo 

tratado com veículo (ANOVA). 

 

A histamina é uma amina básica formada a partir da histidina pela histidina-

descarboxilase, sendo liberada por basófilos e principalmente por mastócitos durante 

reações inflamatórias e alérgicas. Componentes do sistema complemento C3a e C5a 

presentes no exsudado inflamatório interagem com receptores específicos na superfície 

celular, estimulando a liberação de histamina, que também pode ocorrer por estímulo 

proveniente da interação de antígeno com anticorpos IgE fixados às células. Esse mediador 
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irá então promover a dilatação de arteríolas e vênulas pós-capilares, havendo aumento de 

permeabilidade vascular (Rang et al, 2004).  

A atividade apresentada pela goniotalamina não foi tão eficiente quanto a da 

ciproheptadina (antagonista dos receptores H1 e 5-HT1A), sugerindo uma ação independente 

de receptores. A molécula poderia atuar sobre os mastócitos inibindo a liberação de 

histamina e serotononina, que são indutores das fases subsequentes da inflamação, o que 

levaria também à inibição da produção de prostaglandinas e leucotrienos. Corroborando 

com os resultados observados, estudos apontam que lactonas α,β-insaturadas, como a 

goniotalamina, podem inibir a degranulação de mastócitos (Penissi et al, 2009).  

Outra possibilidade seria uma ação 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 inibição dessa cinase leva à diminuição da permeabilidade vascular 

e da migração de leucócitos (Di Lorenzo et al, 2009). A via PI3K-Akt está também 

envolvida nos processos de sobrevivência, sinalizando para a inibição de apoptose, 

podendo ser outra possibilidade para a ação da goniotalamina, que poderia atuar regulando 

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

5.4 – Edema de pata induzido por Bradicinina 

A bradicinina produziu um pico inflamatório máximo após 15 minutos, seguido por 

diminuição progressiva do edema (Figura 31). A goniotalamina inibiu a formação de 

edema, chegando à inibição máxima de 87,9±12,9% nos primeiros quinze minutos e 

mantendo essa atividade mesmo após o término de estímulo pela bradicinina (p<0,05). A 

fim de se avaliar o perfil de atividade de um corticóide nesse modelo, utilizou-se a 

dexametasona (Sigma®), que não foi capaz de inibir a formação de edema induzida por 

bradicinina em nenhum período (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 após a indução de inflamação. Os animais foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg), salina 0,9% 

+ tween 80 ou dexametasona (1 mg/kg), 30 minutos antes do inóculo intraplantar de bradicinina, 50 

μg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismômetro 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a 

indução de inflamação. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferente do grupo tratado com 

veículo (ANOVA). 

 

 A bradicinina é um peptídio vaso ativo formado pela ação de enzimas sobre 

substratos protéicos denominados cininogênios. Foi reportada pela primeira vez por Rocha 

e Silva, em 1949, como um fator hipotensivo, liberado quando há mistura de plasma 

sanguíneo humano com veneno de Bothrops jararaca ou tripsina. A formação de 

bradicinina no cenário inflamatório ocorre a partir do aumento de permeabilidade vascular, 

que leva ao extravasamento de plasma (Brown & Roberts, 2001). Nesse exsudado estão 

presentes a pré-calicreína (precursor inativo da enzima proteolítica calicreína), o fator de 

Hageman (fator XII da seqüência de coagulação sanguínea e ativador fisiológico da 

ativação da calicreína), cininogênios de alto e baixo peso molecular, entre outros fatores. 

Em contato com superfícies de carga negativa, o fator de Hageman é ativado e sua 
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interação com a pré-calicreína a converte em sua forma ativa, promovendo então a 

formação de cininas, dentre elas a bradicinina, a partir de cininogênios (Rang et al, 2004).  

 Existem dois receptores para bradicinina: B1 e B2. O primeiro está ausente na 

maioria dos tecidos, sendo induzido por citocinas, principalmente a IL-1, em condições de 

inflamação e respondendo somente a metabólitos de bradicinina e não a ela propriamente. 

Já o receptor B2 está presente constitutivamente, sendo ativado pela bradicinina, mas não 

por seus metabólitos (Campos & Calixto, 1995; Rang et al, 2004; Campanholle et al, 

2010).  

 Os receptores de cininas são acoplados à proteína G, levando à ativação de 

fosfolipase C, com consequente produção de segundos mensageiros, tais como PI3K, DAG 

e cálcio. Tais segundos mensageiros vão sinalizar para diversas vias intracelulares, através 

da ativação de proteínas cinases C, MAPKs, transativação do receptor EGFR, PLA2, que 

são vias envolvidas em proliferação, aumento de permeabilidade vascular e produção de 

mediadores inflamatórios (Roberts, 1989).  A ação da bradicinina na inflamação se dá 

através do aumento de permeabilidade vascular, vasodilatação, liberação de NO e 

modulação da produção de prostaglandinas e histamina, sendo também um potente agente 

produtor de dor, por estimular terminações nervosas para essa via (Costa et al, 2006; 

Oliveira et al, 2010). Além disso, diversos estudos apontam para a relação de bradicinina e 

desenvolvimento tumoral, havendo aumento de expressão de seus receptores em alguns 

tipos de tumor (Stewart et al, 2005; Stewart & Gera, 2006). 

 Sendo assim, a atividade apresentada pela goniotalamina nesse modelo pode ser 

decorrente da sua interação com os receptores desse peptídeo ou da sua atuação em cascatas 

subsequentes, inibindo diretamente a síntese de outros mediadores, como o NO ou os 

metabólitos derivados do ácido aracdônico, que podem ser produzidos sob estímulo da 

bradicinina. Diferentemente do ocorrido no modelo de edema de pata induzido por 

fosfolipase A2, quando a goniotalamina atuou de forma semelhante ao corticóide, nesse 

modelo sua atividade foi distinta, sugerindo mecanismo de ação diferente do produzido 

pelo corticóide frente à bradicinina. Sabe-se que a dexametasona não atua sobre receptores 

B2 de bradicinina, ponto onde a goniotalamina poderia estar atuando (Costa & Calixto, 
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1995). Estudos utilizando antagonistas específicos dos receptores de bradicinina (HOE140, 

por exemplo) contribuirão para elucidar esse possível mecanismo de ação.  

5.5 – Edema de pata induzido por PGE2 

A PGE2 produziu um pico inflamatório observado após 15 minutos, com diminuição 

subsequente (Figura 32). A atividade anti-edematogênica de rac-GTN foi verificada desde 

a primeira avaliação, quando houve inibição do pico inflamatório em 25,0±18,9%. A 

inibição máxima foi observada após 30 minutos da indução (53,3±16,3%), sendo que nas 

avaliações subsequentes (45, 60 e 90 minutos) rac-GTN perde sua atividade, mantendo o 

edema nos níveis do controle negativo (p<0,05). Já o piroxicam inibiu a formação do pico 

inflamatório em 46,9±24,8%, reduzindo gradativamente o edema até que este fosse 

completamente inibido 45 minutos após a indução.  

 

Figura 32 - Atividade da goniotalamina em edema de pata induzido por PGE2 
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Efeito de rac-GTN sobre o edema de pata induzido por prostaglandina E2, expresso como volume de edema 

(mL) por minuto após a indução de inflamação. Os animais foram tratados com rac-GTN (300 mg/kg), salina 

0,9% + tween 80 ou piroxicam (20 mg/kg), 30 minutos antes do inóculo intraplantar de prostaglandina E2, 1 

μg/animal. O volume de edema foi avaliado em hidropletismômetro 15, 30, 60 e 90 minutos após a indução 

de inflamação. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, estatisticamente diferente do grupo tratado com veículo 

(ANOVA). 
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 O piroxicam é um anti-inflamatório não-esteroidal (AINE), classe de anti-

inflamatórios que são inibidores específicos da enzima ciclo-oxigenase (COX). Estas 

enzimas transformam o ácido aracdônico em prostanóides (prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos) (Bertagnolli et al, 2008). Portanto, espera-se que inibidores específicos de 

COX apresentem maior potência 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 ação da goniotalamina sobre o edema induzido por PGE2 foi menos potente que a 

apresentada pelo piroxicam, podendo ser um indício de ação não específica sobre ciclo-

oxigenases, atividade indireta no feedback positivo que a PGE2 promove sobre a produção 

de COX-2 ou ainda sobre as ações desencadeadas por esse prostanóide. De fato, quando se 

analisa sua ação sobre os outros mediadores já estudados (PLA2, histamina/serotonina, 

bradicinina), pode-se observar que a goniotalamina apresenta maior atividade sobre todos 

os outros modelos, indicando uma ação em mediadores muito iniciais no processo 

inflamatório ou sobre fatores comuns a todos esse processos, como os associados à 

vasodilatação e/ou migração de neutrófilos, por exemplo. 

5.6 – Contorção abdominal induzida por ácido acético 

Considerando que o processo inflamatório gera dor, a atividade da rac-GTN foi 

avaliada em modelo de contorção abdominal induzida por ácido acético. Esse modelo é 

amplamente utilizado em triagens para compostos com atividades analgésicas ou anti-

inflamatórias, por produzir uma resposta inflamatória associada à dor (Spíndola et al, 

2012). 

A administração intraperitonial de solução de ácido acético 0,8% induziu dor 

inflamatória, traduzida pelo número de contorções abdominais registradas por 15 minutos 

após o estímulo (Figura 33). Nos animais tratados com goniotalamina houve diminuição 

dose-dependente do efeito produzido pelo ácido acético, sendo que as doses de 10 e 30 

mg/kg inibiram em 21,36% e 29,13% o número de contorções, sem diferenças estatísticas 

do controle negativo. Já 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 contorção abdominal 

induzida por ácido acético 
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Efeito de rac-GTN sobre a dor inflamatória induzida por ácido acético 0,8%, traduzida pelo número de 

contorções 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 administração intraperitonial de solução de ácido acético 

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

  

 O estímulo produzido pelo ácido acético causa nocicepção por um mecanismo que 

envolve eicosanóides e aminas simpatomiméticas, que também estão envolvidas na 

hiperalgesia induzida por estímulos inflamatórios, como os da carragenina e 

lipopolissacarídeo. Além disso, a liberação de prostaglandinas e aminas simpatomiméticas 

é secundária à liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como TNFα, IL-1β e IL-8, o 

que demonstra a relação entre as vias inflamatórias e nociceptivas (Ribeiro et al, 2000). O 

ácido acético atua indiretamente, induzindo a liberação desses mediadores endógenos que 

estimulam os neurônios nociceptivos via receptores presentes ao redor de pequenos vasos, 

que então sinalizam para o SNC (Spíndola et al, 2012).  

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

reforçando novamente sua atividade anti-inflamatória. A inibição de 100% do estímulo pela 
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maior dose utilizada pode indicar uma ação 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 – Nocicepção induzida pela Formalina 

Com o objetivo de investigar a ação da goniotalamina sobre a dor neurogênica e 

inflamatória, sua atividade foi avaliada no modelo de dor induzida por formalina. A dor 

neurogênica é causada pela ativação direta dos terminais nervosos nociceptivos, enquanto 

que a dor inflamatória é mediada pela combinação de estímulo periférico e sensibilização 

da medula espinhal (Spíndola et al, 2012).  A formalina produz aumento significativo de 

mediadores relacionados tanto com as vias neurogênicas (aminoácidos, cininas) quanto 

com as vias inflamatórias (prostaglandinas, leucotrienos), permitindo diferenciar a atuação 

nas duas vias que conduzem à nocicepção (Santos et al, 2005).  

O comportamento álgico provocado pela formalina é bifásico: uma fase aguda 

inicial (0-5 min, dor neurogênica) seguida de uma fase tônica, mais prolongada (25-40 min, 

dor inflamatória). A goniotalamina em sua maior dose inibiu ambas as fases, demonstrando 

uma possível ação sobre o SNC (Figura 34). Porém, sua ação foi mais intensa na segunda 

fase, a fase de dor inflamatória, quando houve inibição de 60,36%. Nessa segunda fase a 

dose de 100 mg/kg também produziu efeito, com inibição de 52,82%. Esses resultados 

sugerem que sua ação é mais intensa sobre a liberação de mediadores envolvidos com 

inflamação, tais como prostaglandinas e leucotrienos (Santos et al, 2005) 
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Figura 34 - Atividade da goniotalamina em modelo de nocicepção induzida por 

formalina 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220

Fase 2

150100 C

T
e

m
p

o
 d

e
 r

e
a

ç
ã

o
 (

s)

Tratamentos (mg/kg)

 Veículo

 rac-GTN

C 50 15010050

Fase 1

*

*

*

 

Efeito de rac-GTN sobre a dor neurogênica e inflamatória 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 

após o estímulo e a segunda no período de 25-40 minutos após o estímulo. 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 administração 

intraperitonial de solução de formalina 1,2%  * p<0,05, estatisticamente diferente do grupo tratado com 

veículo (ANOVA). 

 

.  
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Observações gerais acerca da atividade anti-inflamatória da goniotalamina 

A goniotalamina reduziu o processo inflamatório em todos os modelos estudados. 

Inibiu o edema inflamatório produzido pela carragenina em todas as fases, sugerindo uma 

ação no início do processo inflamatório, com mecanismos que podem ter levado à inibição 

de toda a cascata inflamatória subsequente, ou então apresentando múltiplos mecanismos, 

atuando em diferentes etapas da inflamação. O edema induzido por histamina foi inibido 

pela molécula, o que sugere um mecanismo de inibição da liberação de histamina, porém 

independente dos receptores, já que seu perfil de atividade diferiu do perfil apresentado 

pela ciproheptadina, antagonista específico de receptores H1 e 5-HT1A. Bloqueando-se a 

liberação de histamina, inibe-se também a disponibilização de ácido aracdônico, o que leva 

à redução da síntese de eicosanóides, PAF e quimiocinas. Porém, o edema induzido por 

bradicinina foi também inibido pela goniotalamina, o que sugere uma ação concomitante à 

liberação de histamina, pois se sabe que a bradicinina é formada a partir de precursores 

presentes no exsudado inflamatório liberado logo após o estímulo inflamatório, sendo 

então, juntamente com a histamina, um dos primeiros mediadores inflamatórios a agirem na 

cascata inflamatória. Inibindo-se a liberação de bradicinina, inibe-se um dos estímulos para 

formação de eicosanóides, por inibição da ação da fosfolipase A2. Por outro lado, o edema 

estimulado por esse mediador também foi inibido pela goniotalamina, de maneira 

semelhante ao corticóide dexametasona, que age especificamente nessa via inflamatória, 

porém sua ação sobre a bradicinina é distinta da do corticóide, que sabidamente não atua 

sobre receptores B2 de bradicinina, indicando um mecanismo de ação distinto. A ação 

apresentada no edema induzido por PGE2 indica atuação no feedback positivo estimulado 

por este prostanóide: a presença de PGE2 no tecido leva ao aumento de permeabilidade 

vascular, que ativará a liberação de outros mediadores inflamatórios, tais como a histamina 

e a bradicinina, que então sinalizarão para a produção de mais prostaglandinas e 

leucotrienos. Inibindo-se a liberação de bradicinina ou histamina inibe-se também a 

formação de prostanóides.  A ação da goniotalamina sobre a dor inflamatória induzida por 

ácido acético é confirmada no modelo de nocicepção induzida por formalina, quando há 
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maior potência na segunda fase do experimento, que conta com a liberação de mediadores 

inflamatórios.  

Relação câncer-inflamação 

Haveria um link entre a atividade antitumoral e anti-inflamatória produzida pela 

goniotalamina? Nessa interrelação inflamações crônicas podem favorecer o 

desenvolvimento tumoral e o tumor pode favorecer o surgimento de uma resposta 

inflamatória. O ambiente tumoral é sustentado por células acessórias, dentre elas muitas 

células envolvidas no processo inflamatório. Dessa forma, a atividade sobre o esse processo 

pode ser um alvo terapêutico no tratamento dos diferentes tipos de câncer e nesse sentido a 

goniotalamina apresenta grande potencial.  

O interesse na relação câncer-inflamação surgiu à medida que a bibliografia acerca 

da biologia tumoral mudou de perfil, pois antes os trabalhos tratavam muito mais das 

características da célula tumoral. Porém, com o tempo ficou claro que os tumores não 

poderiam ser delineados e entendidos somente a partir das células e seus genes e 

gradualmente o câncer foi sendo considerado uma doença de tecidos, de comunicações e 

circuitos, onde células mutadas, que se expandem clonicamente, carregam vantagens e 

coordenam seu ambiente através de sinais e conexões, liga e desliga, num circuito orientado 

para a expansão e sobrevivência que depende amplamente do suporte de células acessórias 

(Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).  

Aliado a isso está o fato de que cerca de 25% dos tumores são provenientes de 

inflamações crônicas (Schetter et al, 2010). Inflamações crônicas estão relacionadas com 

diversas patologias, tais como doenças cardiovasculares, diabetes, artrite reumatóide, 

Alzheimer, doenças pulmonares, desordens autoimunes e câncer (Aggarwal et al, 2006). 

Quando crônica, a inflamação leva à remodelação tecidual excessiva, perda da arquitetura 

tecidual e a modificações no DNA e proteínas, como consequência do stress oxidativo 

provocado pelos mediadores liberados, o que aumenta os riscos para o desenvolvimento de 

câncer (Visser et al, 2006).  
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Dentre os tipos de câncer mais influenciados pelo ambiente inflamatório está o 

câncer coloretal (CCR). As doenças inflamatórias intestinais constituem os maiores fatores 

de risco para o desenvolvimento desse tipo de câncer, sendo elas a retocolite ulcerativa 

crônica e a doença de Crohn, as quais compartilham diversas características inflamatórias 

incluindo ativação imune, infiltração leucocitária 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 alcançada graças ao desenvolvimento de novos 

modelos animais de inflamação intestinal, que são divididos em cinco categorias: (i) 

modelos de knockout gênico; (ii) modelos envolvendo camundongos e ratos transgênicos; 

(iii) modelos de colite espontânea; (iv) modelos de colite induzida e (v) modelos de 

transferência em animais imunodeficientes (Jurjus et al, 2004). 

A administração do ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) por via intra-retal, 

modelo de inflamação induzida, é considerado o mais adequado para o estudo dos efeitos 

de novos compostos sobre a doença inflamatória intestinal, pois é a técnica que melhor 

simula o que ocorre em caso de doença inflamatória intestinal em humanos (Jurjus et al., 

2004) 

Tendo isso em vista, pensamos em avaliar a atividade da goniotalamina em modelos 

de colite, devido à importância desse tipo de inflamação no processo de carcinogênese que 

leva ao CCR. A Divisão de Farmacologia e Toxicologia – CPQBA – Unicamp mantém 

uma colaboração com alguns grupos da Espanha e Portugal, a rede CIBEP, dentre eles o 

grupo coordenado pela prof. Dra. Virginia Motilva, Faculdade de Farmácia da 

Universidade de Sevilla, que desenvolve modelos de colite induzida e espontânea. Dessa 

forma, realizei um estágio de seis meses (setembro de 2010 a fevereiro de 2011) no 

Departamento de Farmacologia da Faculdade de Farmácia, Universidade de Sevilla, onde 

foram desenvolvidos os modelos de colite induzida por TNBS e colite espontânea 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 análises de dano macroscópico do cólon revelaram que a atividade apresentada 

pela goniotalamina foi dose dependente, sendo que o grupo que recebeu menor dose não 

apresentou diferença estatística em relação 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 macroscópico do tecido (Figura 35). 

 

Figura 35 - Dano macroscópico nos cólons expostos ao TNBS, após tratamento 

com goniotalamina 
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p<0,001 estatisticamente diferente do grupo tratado com veículo (ANOVA). 
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resposta, há produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente interferon-γ, que 

estimula os macrófagos a produzirem citocinas pró-inflamatórias adicionais, como TNFα, 

IL-1β e IL-6 (Strober et al, 1998). As citocinas relacionadas à resposta Th1 induzem a 

produção de moléculas de adesão e outros mediadores inflamatórios que atraem neutrófilos, 

promovendo sua aderência às células endoteliais vasculares (Talero et al, 2008). Há então 

um dano severo, decorrente da migração de granulócitos e macrófagos, além de intensa 

necrose local, levando também ao aumento de permeabilidade (Quaglio, 2011).  

A goniotalamina diminuiu a área de dano macroscópico de maneira dose 

dependente, indicando ação sobre fatores que levam à permeabilidade vascular e/ou 

formação da necrose local, provavelmente por redução de citocinas pró-inflamatórias ou 

sobre a migração de granulócitos e macrófagos para o sítio inflamatório, resultados que 

corroboram com a diminuição do edema inflamatório induzido por diferentes mediadores. 

A fim de avaliar a ação sobre a ativação de neutrófilos e consequente migração, os níveis 

da enzima mieloperoxidase foram avaliados de acordo com Grisham et al (1999) (Figura 

36). 

Figura 36 - Atividade da goniotalamina sobre a ativação e migração de 

neutrófilos, avaliada através dos níveis de MPO 
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A enzima mieloperoxidase é encontrada predominantemente nos grânulos azurófilos 

dos neutrófilos, sendo um marcador bioquímico que caracteriza a ativação desse tipo 

celular, com consequente migração para o sítio inflamatório e aumento de inflamação 

(Winterbourn & Brennan, 1997). 

Pode-se observar que os tratamentos realizados por via i.p., mesmo os que levaram à 

redução do dano macroscópico no tecido, como é o caso das doses de 30 e 100 mg/kg, não 

impediram a ativação e consequente migração dos neutrófilos, caracterizando uma 

atividade anti-inflamatória posterior à esse evento, podendo ser inibição da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, por exemplo. Já o tratamento oral com a dose de 30 mg/kg 

inibiu em 29% a detecção da enzima, apresentando atividade sobre a ativação de 

neutrófilos. Dessa forma, pode-se inferir que provavelmente algum metabólito decorrente 

da metabolização da goniotalamina administrada pela via oral iniba a ativação e/ou 

migração de neutrófilos. 

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 macroscópico com dose intermediária de 30 mg/kg e 

reduzindo a ativação e migração de neutrófilos. 

No modelo de colite aguda, com administração de maior concentração de TNBS, 

apenas o tratamento com a dose maior de goniotalamina apresentou atividade, inibindo em 

35% a área de dano macroscópico. Porém, quando se observa a ação da goniotalamina 

sobre a mieloperoxidase (Figura 38), todas as doses inibiram a ativação de neutrófilos, o 

que significa que há atividade anti-inflamatória, mas que talvez o tempo de experimento 

não tenha sido suficiente para que a atividade sobre a área de dano macroscópico fosse 

significativa em relação ao controle negativo, havendo apenas uma tendência.  
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Figura 37 - Dano macroscópico nos cólons expostos ao TNBS, após tratamento 

com goniotalamina 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Área de dano macroscópico, em cm2, decorrente da indução de colite por TNBS, 10 mg/kg, após tratamentos 

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

com veículo (ANOVA). 

 

Figura 38 - Atividade da goniotalamina sobre a ativação e migração de 

neutrófilos, avaliada através dos níveis de MPO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade da rac-GTN sobre a ativação e migração de neutrófilos, traduzida a partir da D.O (densidade 

óptica) dos níveis da enzima mieloperoxidase por grama de cólon obtido dos diferentes grupos experimentais. 

* p<0,05, *** p<0,001 estatisticamente diferente do grupo tratado com veículo (ANOVA). 
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Espécies reativas de oxigênio estão envolvidas no desenvolvimento de injúrias 

teciduais em pacientes com IBD; o efeito anti-inflamatório dos corticóides no tratamento 

das IBDs é atribuído em parte à redução da infiltração leucocitária ao sítio inflamado, 

amenizando assim o insulto oxidativo (Witaicenis et al, 2012). Dessa forma, o efeito 

inibitório da goniotalamina sobre a ativação e migração leucocitária tem impacto 

importante sobre o desenvolvimento da injúria tecidual, diminuindo o dano causado pelo 

TNBS. 

O modelo de colite aguda induzida por TNBS é 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 10º dia, o que nos levou à interrupção do teste antes que os 

animais desse grupo controle fossem perdidos e nenhuma análise pudesse ser realizada. O 

fato de esses animais terem morrido pode ser devido a um lote de TNBS que não tivesse 

sido devidamente liofilizado, tornando-se mais agressivo aos animais. Independente do 

motivo de nesse experimento a indução de colite ter sido mais agressiva, nos grupos 

tratados com goniotalamina a ocorrência de óbitos foi menor que no controle negativo, 

indicando diminuição 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 sobrevivência de 35%). Porém, nos 

grupos tratados com rac-GTN, doses de 10 e 30 mg/kg havia 8 animais (probabilidade de 

sobrevivência de 55%) e no grupo tratado com a dose de 100 mg/kg havia 11 

(probabilidade de sobrevivência de 65%), indicando de fato uma ação 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. e oral. O mecanismo de ação dessa 

atividade ainda deve ser esclarecido através da dosagem de citocinas envolvidas nesse 

processo, porém a ação apresentada foi um bom indicativo para o prosseguimento dos 

estudos em modelo de inflamação crônica. 
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Poderia haver inibição da produção de IL-12 pelas células apresentadoras de 

antígeno, o que impediria a indução da resposta Th1 pelas células T, porém nesse caso 

haveria inibição total do processo inflamatório, o que não é o caso dos animais tratados 

com a goniotalamina. A inibição da produção e sinalização do IFNγ inibe a ativação de 

macrófagos e produção de citocinas importantes, tais como o TNFα, a IL-1β e a IL-6, 

diminuindo a resposta inflamatória, o que poderia estar ocorrendo nos animais tratados com 

goniotalamina pela via oral, já que nesses tratamentos há diminuição da atividade da MPO. 

Adicionalmente, a goniotalamina poderia atuar diminuindo a expressão gênica para as 

citocinas pró-inflamatórias TNFα, a IL-1β e a IL-6, o que modularia a resposta inflamatória 

e inibiria a liberação de substâncias que aumentam a permeabilidade intestinal, evitando a 

exposição das células T na lâmina própria aos antígenos da mucosa.  

A inibição da colite induzida pelo TNBS nos modelos agudo e subagudo com a 

administração por via oral da rac-GTN direcionaram o estudo em modelo de colite 

espontânea em camundongos knockouts para interleucina-10, utilizando a dose de 30 

mg/kg, por via oral. 

5.9 – Colite espontânea em camundongo knockout para IL-10  

O fato de que muitos dos pacientes com doenças inflamatórias intestinais 

apresentam genótipo para baixa produção de IL-10 sugeriu estudos em modelo que 

envolvesse a deleção genética de IL-10 (Scheinin et al, 2003). A enterocolite crônica 

desenvolvida por animais que apresentam tal deleção é aparentemente associada à produção 

desregulada de citocinas pró-inflamatórias do tipo Th1, semelhante ao que ocorre na 

doença de Crohn (Sheil et al, 2007). 

 A IL-10 é produzida por linfócitos Th2, além de ser produzido por macrófagos 

ativados, células dendríticas e células B1, podendo atuar também na regulação da expressão 

de IL-4 e IL-5 por linfócitos Th2. É uma citocina imunosupressora chave, que age 

diretamente nas células apresentadora de antígenos (APC), inibindo a secreção de IL-12 e 

indiretamente inibindo a ativação de células T (Gomes-Santos et al, 2012). Além disso, a 

IL-10 atua inibindo outras citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6, IL-8 e TNFα, o 
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que constitui um freio para a evolução de inflamações agudas a crônicas, 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 condições SPF (specific 

pathogen free) desenvolvem inflamação restrita ao cólon, sugerindo que a flora bacteriana 

entérica tem papel fundamental no desenvolvimento de colite espontânea nesses animais 

(Sellon et al, 1998).   

 A histopatologia da colite crônica em animais knockouts para IL-10 é caracterizada 

por displasia epitelial e infiltrados inflamatórios na mucosa e submucosa. O infiltrado 

inflamatório consiste em número pequeno a moderado de neutrófilos, eosinófilos, 

linfócitos, células plasmáticas e macrófagos, podendo atingir a barreira transmural do 

intestino. Os adenocarcinomas formados são histologicamente semelhantes aos de paciente 

com doença inflamatória intestinal, porém diferente do que ocorre nestes pacientes, em 

animais IL-10 KO não há envolvimento de genes como K-ras, p53, APC e MSH 

(Kanneganti et al, 2011).  Portanto, apesar de não ser um modelo que simule todas as 

condições reais do quadro de doenças intestinais em humanos, é um ponto inicial para 

estudo de compostos que tenham ação em modelo subcrônico de inflamação e que dessa 

forma possam prevenir a formação de tumores. 

 Os animais provenientes do Charles River, França, chegaram à Universidade de 

Sevilla com 5 semanas de idade, quando foram mantidos em condições normais, ou seja, 

fora das condições SPF. Após uma semana os tratamentos foram inciados, tendo sido três 

vezes por semana, por três meses. Não foram observadas diferenças 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 subcrônico com a goniotalamina na dose de 30 mg/kg, via 

oral, o que é um bom indício acerca da ausência de toxicidade da molécula, mesmo após 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 veículo – salina 0,9% + tween 80.  

 

No parâmetro relação peso/comprimento do cólon, WT que recebeu veículo não 

apresentou diferença estatística de WT tratado, porém ambos são estatisticamente 

diferentes dos grupos KO (Figura 41). De fato, macroscopicamente os cólons dos animais 

KO eram mais espessos e mais curtos, talvez por apresentarem mais inflamação e áreas de 

displasia.  

O primeiro sinal de inflamação no grupo KO controle surgiu após 15 dias do início 

do experimento (animais com 7 semanas de idade), enquanto no grupo KO tratado os sinais 

surgiram após 42 dias de experimento (animais com 11 semanas de idade). Dentre os sinais 

de inflamação estavam fezes com sangue, excreção de muco e prolapso retal. Scheinin et al 

(2003) também observaram tais sinais, além de não observarem diferença de massa 

corporal entre animais tratados com anticorpo anti-TNF e animais controle (Figura 42). 
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Figura 41 - Relação peso/comprimento do cólon no modelo de colite espontânea 
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Relação peso/comprimento do cólon dos diferentes grupos. WT: wild type. KO: Knockout para IL-10. 

Tratamentos: rac-GTN, 30 mg/kg via oral e veículo – 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 

espontânea 

 
Prolapso retal em animal do grupo KO controle. Esse é um dos sinais macroscópicos de colite instalada. 
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Quanto aos sinais de progressão de inflamação, 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 excreção de muco, não 

havendo sangramento ou prolapso retal. Além desses sinais, avaliados durante as 12 

semanas de experimento, ao final do experimento os cólons foram retirados e avaliados em 

estereomicroscópio, quando os danos macroscópicos foram classificados em escalas 

(Tabela 5), sendo: 

Score 0: cólon sem sinais de inflamação  

Score 1: áreas de inflamação (áreas avermelhadas) 

Score 2: áreas de possível displasia (áreas espessas) 

Score 3: áreas de displasia e tumores pequenos 

 

Tabela 5 - Classificação dos danos macroscópicos 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 

pontuação máxima, com um quadro inflamatório instalado e progredindo para a formação 

de tumores (Tabela 5). Por outro lado, a maioria dos animais tratados não atingiu a escala 

máximo, podendo ser reflexo da ação anti-inflamatória já observada em animais tratados 

com goniotalamina. Nos estudos realizados por Berg et al (1996), animais IL-10 KO de três 

semanas de idade já apresentaram sinais de inflamação, como infiltrado inflamatório, 

porém animais com mais de três meses de idade já apresentavam adenocarcinomas.  Alguns 

dos aspectos analisados estão na figura abaixo (Figura 43). 
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Score 0: tecido intacto, sem modificações 

Score 1: poucas células mononucleares na lâmina própria, acompanhadas por 

mínima displasia. Perda mínima ou nula de muco nas células caliciformes 

Score 2: frequentes lesões focais inflamatórias na lâmina própria (células 

mononucleares e neutrófilos). Displasia moderada. Pequenas erosões epiteliais. Escassa 

inflamação na submucosa 

Score 3: grandes áreas de inflamação na mucosa, atingindo a submucosa. Abscessos 

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

 

 Os resultados das análises histológicas dos cortes obtidos dos cólons dos animais 

dos grupos KO controle e tratado e WT controle e tratado estão expostos na Tabela 6 e 

Figura 44.  

Tabela 6 - Avaliação histológica das alterações inflamatórias (escala 0-3) e displásicas 

(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)   

 

 

Grupos 

 

 

N 

 

Animais 

com dano 

inflamatório 

 

 

0 

 

 

1 

 

 

2 

 

 

3 

 

 

Escala 

média 

 

Animais 

com 

displasia 

WT 

controle 

14 0/14       

(0%) 

14/14 

(100%) 

0/14 

(0%) 

0/14 

(0%) 

0/14 

(0%) 

0 0/14    

(0%) 

WT 

tratado 

12 0/12       

(0%) 

12/12 

(100%) 

0/12 

(0%) 

0/12  

(0%) 

0/12 

(0%) 

0 0/12    

(0%) 

KO 

controle 

14 12/14 

(85,7%) 

2/14   

(7,7%) 

1/14 

(7,8%) 

2/14 

(15,4%) 

9/14 

(69,2%) 

2,29±1,1 11/14 

(79,6%) 

KO 

tratado 

11 6/11  

(54,5%) 

5/11 

(45,4%) 

4/11 

(36,4%) 

2/11 

(18,2%) 

0/11 

(0%) 

0,73±0,7*** 0/11 

(0%)*** 

ANOVA p<0,001, ***p<0,001 

  Como era de se esperar, nos animais WT observa-se uma mucosa com arquitetura 

normal, com ausência de células displásicas, sendo que todos os animais apresentam escala 
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0 de colite. As imagens obtidas mostram um epitélio constituído por células de absorção e 

células da mucosa, formando invaginações tubulares retas, sem ramificações. Em 

determinadas regiões, na zona inferior da capa mucosa e próxima da submucosa, o epitélio 

se mostra interrompido por agregados linfóides. As células epiteliais superficiais, de tipo 

colunar e as caliciformes apresentam numerosos grânulos de mucina que compõem o muco 

protetor. Enfim, os animais destes grupos não apresentaram alterações inflamatórias, sinais 

de displasia ou de erosões superficiais, portanto a goniotalamina não interfere na 

arquitetura tecidual (Figura 44, A-D). 

 Os animais do grupo KO controle, após 12 semanas fora do ambiente SPF 

desenvolveram lesões inflamatórias na mucosa do cólon. Na Tabela 6 é possível observar 

os valores obtidos para cada escala, sendo que nesse grupo 9 dos 14 animais apresentaram 

valores máximos de escala, representando níveis máximos de dano inflamatório (69,2%, 

valor 3 na escala de colite). Além disso, o estudo morfológico detectou ainda a presença de 

células displásicas (79,6%), ou seja, 11 dos 14 animais apresentaram lesões pré-tumorais 

(Figura 44, E-F). 

 Por outro lado, os resultados obtidos com os animais do grupo KO tratado, em 

iguais condições experimentais, foram significativamente diferentes. Lesões inflamatórias 

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. Não foram observadas lesões displásicas em nenhumas das amostras de 

cólon desse grupo de animais (Figura 44, G-H).  

Os resultados obtidos a partir da análise histopatológica dos grupos tratados com 

goniotalamina, por via oral, são promissores, já que os animais IL-10 KO desenvolvem 

lesões similares às da Doença de Crohn, o que demonstra a capacidade preventiva da 

goniotalamina na progressão inflamatória e tumoral e que aumenta ainda mais o interesse 

de sua aplicação em modelos de câncer associados à inflamações crônicas.  
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ambiente inflamatório. A fase ativa da doença é associada com um massivo infiltrado 

inflamatório no tecido, como foi observado nos animais do grupo KO controle. Macrófagos 

e células T são os componentes celulares chave para o estabelecimento da inflamação 

crônica intestinal, através da produção de citocinas que perpetuam a inflamação e o 

remodelamento tecidual (O’Connor et al, 2010) . Nos animais tratados com goniotalamina, 

pode-se observar a manutenção da arquitetura do tecido, sendo um indício de modulação da 

resposta inflamatória.   

 Na doença de Crohn a resposta predominante é proveniente de células Th1. Tais 

células, quando ativas, secretam IL-12, IL-18 e IFN, o que leva macrófagos a liberarem 

TNFα, IL-6 e IL-1β, de maneira semelhante ao que ocorre no mecanismo de colite induzida 

por TNBS (O’Connor et al, 2010). A IL-10 possui papel crítico na modulação da resposta 

imune: promove o desenvolvimento da resposta imune humoral, inibindo o 

desenvolvimento de respostas do tipo Th1, por limitar a capacidade dos macrófagos em 

produzir IL-12 (Sellon et al, 1998). Dessa forma, o mecanismo de ação da goniotalamina 

nesse modelo poderia ser semelhante ao proposto para modelo de colite induzida por 

TNBS, ou seja, sobre a produção das citocinas efetoras.  

 Com o objetivo de avaliar a influência da goniotalamina sobre a expressão de genes 

envolvidos em processos inflamatórios/tumorais e de morte celular, extraiu-se o RNA total 

dos cólons dos animais e a expressão gênica relativa foi avaliada e quantificada através da 

ferramenta real-time PCR. Os genes avaliados foram:  

- TNFα: citocina pró-inflamatória resultante da resposta mediada por Th1 e liberada por 

macrófagos ativos. 

- GAPDH: (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) proteína constitutiva, participa do sexto 

passo da glicólise. É utilizada aqui para normalização dos dados obtidos para outros genes 

não-constitutivos. 

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

- VEGF: fator de crescimento vascular – fator relacionado à angiogênese. 

- MMP-9: metaloproteinase 9 – enzima que atua na degradação de um grupo particular de 

proteínas da matriz extracelular, está envolvida no processo de invasão e metástase. 
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- Sirtuina 1 (Sirt-1): é uma proteína deacetilase NAD-dependente (nicotinamida adenina 

dinucleotideo-dependente), que contribui para a regulação celular, atuando em processos 

como câncer, inflamação e diabetes. Atua diminuindo os níveis de citocinas pró-

inflamatórias, tais como o TNFα.  

- Bcl-2: membro da família B-cell lymphoma-2, que atua no balanço entre o surgimento de 

novas células e a morte de células antigas. Quando os membros anti-apoptóticos da família 

Bcl-2 estão superexpressos, a apoptose é inibida. 

 O resultado da expressão gênica relativa foi normalizado com a expressão do gene 

para a proteína constitutiva GADPH (Figura 45).  

 

Figura 45 - Expressão gênica relativa para citocinas e proteínas envolvidas no 

processo inflamatório e na progressão tumoral 
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Expressão gênica relativa para citocinas e proteínas envolvidas no processo inflamatório e na progressão 

tumoral. Reação da polimerase em cadeia (PCR) em tempo real foi realizada para quantificar os níveis de 

RNA mensageiro de genes importantes no desenvolvimento de câncer de cólon a partir de inflamação. A 

expressão do gene GADPH foi utilizada para normalizar os dados, que foram expressos em relação ao grupo 

WT controle. ANOVA, p<0,001. * diferença estatística em relação ao grupo WT controle. # diferença 

estatística em relação ao grupo KO controle. *, # p<0,05; **, ## p<0,01; ***, ### p<0,001. 
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Nessa análise destaca-se a superexpressão do gene que codifica a metaloproteinase 

9 (MMP-9), havendo diferença estatística entre a expressão deste gene no grupo KO 

controle e nos outros grupos experimentais, com destaque ao grupo KO tratamento (Figura 

45). Metaloproteinases compõem uma família de enzimas proteolíticas associadas com a 

degradação da matriz extracelular, incluindo a membrana basal, que é um tipo 

especializado de matriz composta por colágeno tipo IV, lamininas, proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos. Tais membranas servem como barreira entre os diferentes 

compartimentos teciduais e danos estruturais nessas membranas estão relacionados à 

invasividade tumoral (Nelson et al, 2000). Além da característica de facilitar a invasão 

tecidual, as metaloproteinases estão envolvidas também na manutenção de um 

microambiente que facilita o crescimento tumoral e o processo de angiogênese (Nelson et 

al, 2000; Weinberg, 2008).  

 Metaloproteinases também regulam processos que levam à proliferação celular, no 

sentido que sua atividade proteolítica muitas vezes facilita a interação entre fatores de 

crescimento e seus receptores, libera fatores de crescimento e mitogênicos que estavam 

ligados a componentes da matriz, permitindo dessa forma que eles atuem promovendo a 

proliferação e também regulam sinais para apoptose e invasão (McCawley & Matrisian, 

2001). Além disso, sua ação proteolítica libera fatores angiogênicos e cria espaço para a 

inserção de novos vasos no tecido (Weinberg, 2008). 

A MMP-9 está proeminentemente envolvida na progressão do câncer. É produzida 

por macrófagos associados ao tumor em resposta a uma variedade de citocinas, fatores de 

crescimento e mitógenos (Stamenkovic, 2000). Esta MMP juntamente com a MMP-2 é 

essencial para a “alavanca angiogênica” durante a progressão tumoral (Rundhaug, 2005). 

Sua expressão pode ser regulada pelo TNFα em células do estroma, via NF-κB, sendo 

assim terapias que interfiram com a expressão de TNFα ou com a via do NF-κB também 

vão interferir na produção de MMPs (Rundhaug, 2005). Talvez esse seja o mecanismo 

disparado pela goniotalamina, já que nesse estudo há inibição da expressão de TNFα em 

animais tratados. 

A expressão relativa de TNFα é maior no grupo KO controle que nos outros grupos, 

sendo que tratamento com goniotalamina inibe inclusive sua expressão em animais WT, 
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sendo um importante indício de sua atuação sobre a síntese dessa proteína (Figura 45). 

Inicialmente, o TNFα é produzido por macrófagos ativados e células T, induzidos por uma 

série de estímulos patológicos e inclusive pelo próprio TNFα, que regula sua própria 

produção através de feedback positivo. Essa citocina induz a produção de outros 

mediadores inflamatórios e proteases que orquestram a reposta inflamatória, entre eles IL-

1, IL-6, COX-2, quimiocinas, VEGF, metaloproteinases, proteínas antiapoptóticas.  

A cascata de atividade do TNFα em geral passa pelo fator de transcrição NF-κB, 

cuja ativação é regulada pelo TNFα, mas que também pode regular a produção dessa 

mesma citocina (Karin & Greten, 2005). Células tumorais também produzem TNFα, que no 

ambiente tumoral atua como um promotor endógeno do crescimento tumoral, além de estar 

relacionado aos diferentes passos da carcinogênese (Aggarwal et al, 2006; Balkwill, 2006). 

Na fase de iniciação tumoral, o TNFα atua sinalizando para a produção de mediadores que 

levam à produção de ROS, favorecendo a instabilidade genômica e portanto mutações, que 

podem atingir genes importantes no controle da divisão e proliferação celular (Karin & 

Greten, 2005; Hanahan & Weinberg, 2011). Durante a promoção tumoral, o TNFα atua 

como mitógeno e fator de sobrevivência, além de sinalizar para a produção de VEGF e 

assim favorecer a angiogênese (Kundu & Surh, 2008; Grivennikov & Karin, 2010). Já na 

fase de progressão tumoral, o TNFα sinaliza para o processo de transição epitélio-

mesenquimal, que marca a primeira fase do processo metastático (Huber et al, 2005). 

Dessa forma, a baixa expressão para TNFα nos animais tratados com goniotalamina 

explica a atividade anti-inflamatória apresentada não apenas no modelo de colite 

espontânea em animais knockout IL-10, mas também nos outros modelos, além da atividade 

antiproliferativa, já que inibindo essa citocina, inibe-se o desenvolvimento tumoral. O 

mecanismo de tal inibição poderia ser sobre a transcrição do gene para TNFα, inibindo-se 

fatores de transcrição que regulam esse processo, tais como o NF-κB, ou sobre a 

sinalização para sua produção, como inibição da ativação de macrófagos, inibição da 

produção e sinalização de IL-1, IFNγ e modulação da resposta imune Th1 (Esquema 5). 
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(Peppelenbosch & van Deventer, 2004), porém estudos mais recentes mostram que animais 

knockout para caspase 8 desenvolvem inflamação espontânea na região do íleo. Essa ação 

está relacionada com sua função na regulação da necroptose nas células epiteliais intestinais 

e consequente manutenção da homeostase imunológica no intestino (Günther et al, 2011).  

Provavelmente, o aumento de expressão de caspase 8 nos animais WT tratados com 

goniotalamina seja uma ação direta sobre a ativação de apoptose, caracterizando um 

mecanismo de morte exercido pela molécula. Como exposto anteriormente, um dos alvos 

da goniotalamina poderia ser o NF-κB, que entre outras ações, regula a transcrição de 

fatores antiapoptóticos. Se há falhas na atividade do NF-κB, o TNFα presente localmente 

no tecido passa a exercer seu papel pró-apoptótico via receptores TNFR1, que ativa caspase 

8 (Balkwill, 2009). Portanto, no caso do tratamento com a goniotalamina, essa via poderá 

estar ativada.  

Por outro lado, tanto os animais KO quanto os WT tratados com goniotalamina 

apresentaram aumento na expressão do gene para Bcl-2, uma proteína antiapoptótica. O 

fato de haver superexpressão 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 indução da expressão de Bcl-2 para 

contrabalancear esse efeito. De fato, a caspase 8 é mediadora da via apoptótica extrínseca, 

podendo ativar diretamente a caspase 3, efetora, sem necessariamente sinalizar para as 

proteínas da família Bcl-2 (Galluzzi et al, 2012).  

Um fato que explicaria tais condições contraditórias em animais tratados com 

goniotalamina é sua possível capacidade de induzir apoptose via liberação de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). Estudos recentes apontam o papel terapêutico das ROS na 

indução de morte celular com maior seletividade para células tumorais; isso porque células 

tumorais já apresentam níveis de ROS superiores aos das células normais e interferir no 

balanço de ROS é diminuir o limiar entre o efeito anti-apoptótico e proliferativo dessas 

substâncias e aumentar o potencial tóxico dessas espécies, levando células tumorais à morte 

por apoptose (Trachootham et al, 2009). Inayat-Hussain et al (2010), em seu último estudo 

acerca da atividade antiproliferativa da goniotalamina, demonstrou que a concentração de 

GSH (glutationa) é inversamente proporcional ao número de células viáveis quando 



127 
 

tratadas com goniotalamina. Além disso, quando houve tratamento prévio com 

antioxidante, a morte celular induzida pela GTN foi inibida, havendo também inibição 

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 é 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 ativação do fator de transcrição 

NF-κB, que regula a transcrição de diversos genes antiapoptóticos, entre eles o da proteína 

Bcl-2 e ainda o do VEGF (Trachootham et al, 2009). Outros estudos mostraram que o 

aumento nos níveis de caspases em geral está acompanhado de aumento dos níveis de Bcl-2 

(Zhivotovsky & Orrenius, 2006). De fato, nos tecidos tratados com goniotalamina, há 

aumento dessas proteínas, podendo ser reflexo da tentativa de manutenção da homeostase. 

Apesar de parecer agressivo, estudos acerca da indução de morte celular via liberação de 

ROS como terapia vem aumentando e mostram ser eficazes, como é o exemplo da β-

Lapachona e da piplartina (Trachootham et al, 2009; Raj et al, 2011).  

 Outra maneira de as células se adaptarem ao aumento de ROS é aumentar os níveis 

de glicólise. Aliás, o aumento das taxas de glicólise é considerado um hallmark de células 

tumorais, sendo conhecido como efeito Warburg (Kondoh et al, 2007). O metabolismo 

glicolítico em células tumorais está aumentado, pois em geral em tumores sólidos as taxas 

de glicose são muito baixas, havendo também muitas áreas de hipóxia. Portanto o efeito 

Warburg promove eficiência na utilização de glicose em um ambiente onde a glicose é 

limitada, sendo uma adaptação metabólica (Kondoh et al, 2007). Embora a glicólise 

aeróbica seja altamente ineficiente para a produção de ATP, é uma reação anaplerótica que 

supre metabólicos intermediários críticos para a produção de biomassa (aminoácidos, 

lipídios, nucleotídeos), o que é fundamental em células que se proliferam rapidamente 

(Martinez-Pastor & Mostoslavsky, 2012).  

 Em um ambiente de stress oxidativo e falta de nutrientes, ativação de mecanismos 

que propiciem a homeostase celular é fundamental para evitar a transformação celular. 

Nesse sentido, membros da família de proteínas deacetilases NAD-dependentes, as 

sirtuinas, são importantes, pois atuam no controle de qualidade da célula, regulando o 
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metabolismo energético, funcionando como adaptadores do stress (oxidativo, genotóxico e 

metabólico), através da detecção de mudanças nos níveis intracelulares de NAD+ (Webster 

et al, 2012). A Sirt-1, uma das sirtuinas mais estudadas, está envolvida com os processos de 

gliconeogênese, reparo de DNA e manutenção da estabilidade genômica (Bosh-Presegué & 

Vaquero, 2011).  

Recentemente, vários estudos acerca da relação entre sirtuinas e câncer foram 

publicados, questionando se elas possuem um papel anti ou pró-tumoral, pois na tentativa 

de estabelecer a homeostase, uma das vias ativadas culmina na inibição de p53 e de 

apoptose, favorecendo a tentativa de reparo do DNA ao invés do processo apoptótico, além 

de ativação de fatores envolvidos com a angiogênese (Bosh-Presegué & Vaquero, 2011; 

Webster et al, 2012). Porém, os trabalhos recentes confirmam seu papel antitumoral, 

reforçado pela ação inibitória da Sirt-1 sobre o NF-κB em situações de grande stress 

oxidativo, favorecendo ainda a apoptose mediada por TNFα, além de inibição de β-

catenina, que está intimamente envolvida com a proliferação celular (Bosh-Presegué & 

Vaquero, 2011; Martinez-Pastor & Mostoslavsky, 2012).  

Nos animais KO tratados com goniotalamina há aumento de expressão para Sirt-1, 

reforçando a hipótese de que nesses indivíduos há stress oxidativo/genômico/metabólico: 

com aumento de ROS, há ativação de Sirt-1, que poderia ser mediado pela goniotalamina. 

A ação protetora da Sirt-1 sobre o dano ao DNA e na manutenção da estabilidade genômica 

suportaria os baixos scores nos animais tratados. Além disso, se Sirt-1 inibe NF-κB, há 

inibição de TNFα, favorecendo o processo apoptótico mediado pela baixa concentração de 

TNFα que atuará localmente, via receptores TNFR1-caspase 8, via apoptótica extrínseca. 

Como Sirt-1 possui um papel ambíguo, pode haver ativação de VEGF e Bcl-2 (Esquema 6).   
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estudos com detecção de AMPK, uma proteína quinase envolvida na ativação de Sirt-1. 

Estes dados serão analisados, unidos e publicados em breve. 

6 – Avaliação do tipo de morte celular induzido pela goniotalamina sobre a 

linhagem HT-29  

Após observar que a goniotalamina apresentava atividade em modelo de colite 

induzida e espontânea, avaliou-se o tipo de morte celular induzido em células tumorais 

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

6.1 Anexina 

Para tanto, inicialmente as células foram tratadas com rac-GTN nas concentrações 

de 10, 15 e 20 μg/mL, por 24 horas. Dados preliminares revelaram que em 48 horas de 

tratamento a goniotalamina inibe totalmente o crescimento da linhagem HT-29 na 

concentração de 3,0 μg/mL (15,5 µM, Tabela 4), portanto foram avaliadas concentrações 

maiores para 24 horas de exposição.  

As células em fase inicial da apoptose apresentam externalização de fosfatidilserina 

sem rompimento de membrana. Portanto, existe marcação com a anexina V, sem marcação 

com 7-AAD (já que o 7-AAD só entra nas células cujas membranas não estejam íntegras). 

Células em apoptose tardia apresentam rompimento de membrana e, portanto, há dupla 

marcação, enquanto que células marcadas apenas com 7-AAD são células acometidas pelo 

processo necrótico ou outros processos diferentes da apoptose.  

Nesse primeiro experimento, observa-se indução de morte celular concentração-

dependente, sendo que em 10 μg/mL e em 15 μg/mL a atividade foi semelhante: a 

viabilidade celular ficou em torno de 45%, havendo indução de apoptose, com detecção das 

fases inicial e tardia (Figura 46). Já a concentração de 20 μg/mL foi mais potente, havendo 

apenas 22,6% de células viáveis após 24 horas e mais da metade da população já em fase 

de apoptose tardia. É interessante apontar que mesmo na maior concentração não há 
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A indução de caspase 8 foi tempo dependente, sendo que no menor tempo avaliado 

(8 horas) observou-se a ativação de caspases 3 e 7, que são caspases efetoras, evidenciando 

o processo apoptótico tardio. Além disso, há células marcadas com 7-AAD, o que confirma 

o processo apoptótico avançado em algumas células (Figura 48).   

A apoptose mediada pela caspase 8 é a chamada apoptose extrínseca, cuja ativação 

se dá por estímulo externo à célula (TNFα, ligante FAS/CD95L, ligantes da superfamília 

TNF) mediante ativação de receptores de superfície, conhecidos como death receptors 

(FAS/CD95, TNFR1 e TRAIL receptor). A sinalização via caspase 8 pode ativar 

diretamente a cascata da caspase 3 ou sinalizar para a cascata mitocondrial, ativando 

proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2→caspase 9→caspase 3 (Galluzzi et al, 2012). A 

fim de observar qual a via de sinalização induzida pela goniotalamina, sua atividade foi 

avaliada sobre a ativação da caspase 9 (Figura 49). 

A indução de caspase 9 também foi tempo dependente e em menor porcentagem que 

a indução de caspase 8. Por haver ativação dessas duas caspases iniciadoras, pode-se supor 

que a cascata apoptótica induzida pela goniotalamina na linhagem HT-29 é mediada por 

sinal externo com interferência na mitocôndria.  

De fato, estudos realizados com as linhagens de leucemia Jurkat e HL-60 mostram 

que a goniotalamina induz apoptose via indução de dano ao DNA e produção de ROS com 

envolvimento da mitocôndria. Segundo essa hipótese, a goniotalamina leva a dano ao 

DNA, o que ativa a proteína pró-apoptótica p53, que atua na mitocôndria levando a 

liberação de citocromo c, com ativação de caspase 9, 3 e então apoptose. Além disso, 

através de conjugação com a GSH e consequente inativação dessa, a goniotalamina leva à 

produção de ROS, que reforça a sinalização sobre a mitocôndria, 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 ativação de caspase 8, que pode atuar diretamente na mitocôndria e 

ativar a via intrínseca, podendo ser esse o mecanismo não decifrado no esquema proposto 

por Chan et al (2010) sobre a ação direta da gonitalamina na mitocôndria (elipse vermelha, 

na Figura 50). Agora, fica a pergunta: qual o sinal externo induzido pela goniotalamina é 

responsável pelo disparo do programa de apoptose extrínseca? 
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Figura 50 – Possível mecanismo de ação da goniotalamina para indução de apoptose 

intrínseca 

 
Representação esquemática para a indução de apoptose intrínseca pela goniotalamina em células 

musculares lisas da artéria coronária, proposta por Chan et al (2010). A goniotalamina, ao reagir com a GSH 

leva à liberação de ROS, que produzem dano ao DNA. Esse dano ativará a p53, que atua ativando a morte 

celular por apoptose. Além disso, a goniotalamina atua diretamente na mitocôndria, disparando o processo 

apoptótico intrínseco, via liberação de citocoromo c e então ativação de caspases 9 e 3. Modificado de Chan 

et al. Goniothalamin Induces Coronary Artery Smooth Muscle Cells Apoptosis: The p53-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). 

 

Evasão dos processos de morte celular é um dos hallmarks de células tumorais. 

Inúmeros são os mecanismos dos quais as células tumorais lançam mão para evitar esse 

processo e terapias que revertam tal característica são importantes no tratamento do câncer. 

O fato da goniotalamina induzir apoptose na linhagem HT-29 é um indício de seu potencial 

antitumoral, pois essa linhagem expressa diversos oncogenes relacionados à proliferação 

celular e regulação de vias de comunicação intracelular, tais como myc, fos, myb e ras 

(ATCC, 2012).  
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7 – Avaliação 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 avaliação da atividade antiproliferativa in vitro da goniotalamina sobre a 

linhagem murina B16-F10 foi realizada uma avaliação nas concentrações de 0,25; 0,5; 1, 2, 

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

 

Figura 51 - Atividade antiproliferativa in vitro da rac-GTN sobre a linhagem 
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Atividade antiproliferativa da rac-GTN sobre a linhagem de melanoma murino B16-F10. Tratamento de 24 

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

 

 A rac-GTN inibe totalmente o crescimento tumoral dessa linhagem na concentração 

de 23,13 μg/mL (TGI), sendo que os valor de LC50 é de 31,14 μg/mL. Novamente, a 

concentração de goniotalamina que inibe totalmente o crescimento se manteve entre 0,25 – 

25 μg/mL e concentrações maiores que 64 μg/mL levam à 100% de morte celular.  
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metástase tumoral ou ela interfere na viabilidade dessas células in vivo, havendo assim 

menos metástase pulmonar. 

  

Figura 53 - Concentração de melanina em relação à massa pulmonar 
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Leitura espectrofotométrica da quantidade de melanina em relação à massa pulmonar nos grupos controle 

negativo (salina 0,9% + tween 80) e grupo tratado com rac-GTN, 100 mg/kg, três vezes por semana, por 21 

dias. ANOVA *p<0,05. 

 

 Metástase é um dos aspectos mais críticos da carcinogênese, sendo que mais de 90% 

das causas de morte ligadas ao câncer ocorre em casos de tumores metastáticos. Esse 

processo depende de uma estreita colaboração entre o tumor e os elementos de seu estroma 

(Derynck et al, 2001). Dentre esses elementos estão diversas citocinas, como TNFα, IL-1 e 

IL-8, bem como quimiocinas, que levam à ativação de fatores de transcrição como o NF-κB 

e o STAT3, que modulam a expressão de genes para proteínas envolvidas diretamente com 

metástase e proliferação (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012). Como em outros 

experimentos já realizados, a goniotalamina poderia atuar inibindo alguma dessas cascatas 

e então regulando negativamente a expressão dos fatores pró-metastáticos, ativando 

inclusive vias pró-apoptóticas. Para resolver essa questão, novos testes deverão ser 
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realizados avaliando-se a capacidade de inibição de migração celular, dosagens dos níveis 

de metaloproteinases, IL-8 e outras quimiocinas.    

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

linhagem SK-MEL-2 e SK-MEL-2 transfectada com Bcl-XL 

Com o objetivo de avaliar se no processo de morte celular induzido pela 

goniotalamina há envolvimento das proteínas da família Bcl-2, avaliou-se a indução de 

morte celular em células tumorais de melanoma humano (SK-MEL-2) transfectadas ou não 

com o gene para Bcl-XL, através de kit para multicaspases, por citometria de fluxo. 

Utilizou-se rac-GTN nas concentrações de 5, 10 e 20 μg/mL, tratamentos de 12 e 24 horas 

(Figuras 54 e 55). 

A goniotalamina, nas diferentes concentrações, induz apoptose na linhagem SK-

MEL-2, o que é traduzido pela marcação das células com o SR-VAD-FMK, um inibidor 

inespecífico de caspases. Nos tratamentos de 12 horas, a diminuição de viabilidade chega a 

61,2 % com o tratamento de 20 μg/mL, sendo que o tratamento com a menor concentração 

já é suficiente para diminuir em 20,7% a viabilidade celular (Figura 54). Com 24 horas de 

tratamento esse efeito é ainda mais expressivo, com diminuição de 42,3% da viabilidade 

celular na menor concentração (Figura 55). É importante observar que mesmo com 12 

horas de tratamento com qualquer uma das concentrações de rac-GTN avaliadas, a maior 

concentração de células acometidas pelo processo apoptótico já se encontra duplamente 

marcada, ou seja, em processo de apoptose tardia (Figura 54). 
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 Já na linhagem transfectada com Bcl-XL a atividade da goniotalamina é menos 

potente: nas células tratadas com a maior concentração há diminuição máxima de 20,36% e 

37,90% na viabilidade celular após 12 e 24 horas de tratamento respectivamente, havendo, 

portanto, menos células acometidas pelo processo apoptótico (Figuras 54 e 55). Esses 

resultados sugerem que a via apoptótica induzida pela goniotalamina nas linhagens SK-

MEL-2 é principalmente a via extrínseca, havendo ativação da via intrínseca para 

amplificação do sinal apoptótico.  

 As proteínas antiapoptóticas da família Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL) são responsáveis por 

conferir resistência à morte celular e estão relacionas a inúmeros processos de resistência à 

quimioterapia (Adam & Cory, 2007). Sua atuação é consequência da ligação às proteínas 

pró-apoptóticas da família Bcl-2 (Bax, Bak), prevenindo sua ativação e por atuação nos 

canais da membrana externa da mitocôndria impedindo a saída de citocromo c e assim o 

desencadeamento do processo apoptótico (Ashkenazi, 2008; Weinberg, 2008). A razão 

entre Bcl-2 e Bax ou Bcl-XL e Bak é uma fator decisivo na ativação do processo de morte 

celular (Choi et al, 2006). Dessa forma, pode-se sugerir que em condições normais (SK-

MEL-2 não transfectada), a razão existente entre Bcl-2 e Bax-Bad seja favorável à 

manutenção da sinalização promovida pela goniotalamina à favor da apoptose, havendo 

disparo da via extrínseca, com ativação da via intrínseca para amplificar o sinal. Já no caso 

de superexpressão de Bcl-XL (SK-MEL-2 transfectada), essa razão provavelmente 

desfavorece o processo apoptótico, havendo bloqueio da interação entre Bax-Bak e a 

mitocôndria e assim não há sinalização para a via intrínseca, somente a extrínseca (Figura 

56).   
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Observações gerais acerca da atividade pró-apoptótica da goniotalamina 

Com base nos experimentos realizados nesse trabalho de doutorado pode-se concluir 

que a goniotalamina apresenta atividade pró-apoptótica, ao menos nas três linhagens aqui 

avaliadas. O sinal que inicia essa cascata ainda deve ser explorado, podendo ser a liberação 

de ROS, como propõem Inayat-Hussain et al em diversos trabalhos, com base na 

diminuição de GSH e na indução de dano ao DNA, que levarão ao disparo do programa de 

apoptose extrínseca e intrínseca. O fato de haver indução de expressão do gene para 

caspase 8 no estudo com animais knockouts para IL-10 aliado ao fato de haver indução de 

caspase 8 nos estudos com HT-29 permitem sugerir que há ainda um sinal externo 

produzido pela goniotalamina que leva ao disparo inicial da cascata apoptótica extrínseca, 

com ativação da cascata apoptótica intrínseca. A ativação de caspase 8 leva a ativação de 

caspases executores 3 e 7, que sinalizam para a morte celular ou ainda a caspase 3 pode 

clivar e ativar a proteína pró-apoptótica da família Bcl-2, a Bid, que migra para o canal 

mitocondrial fazendo com que ele se abra e libere citocromo c, com ativação de caspase 9, 

amplificando os sinais pró-apoptóticos do programa extrínseco pelo recrutamento de 

elementos do programa intrínseco. Corroborando com essa hipótese estão os resultados que 

mostram a ativação de caspase 9 em HT-29 e o fato de que na linhagem de SK-MEL-2 que 

expressa mais Bcl-XL há diminuição da resposta apoptótica, porém não eliminação total do 

sinal. Ainda que menor, há diminuição da porcentagem de células viáveis e é importante 

notar que as células comprometidas não possuem marcação exclusiva de 7-AAD, o que 

exclui a morte por necrose, levando à sugestão de que nessas células a goniotalamina 

sinaliza para o programa de apoptose extrínseco, que agirá independentemente da 

mitocôndria.  
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8 - Considerações finais 

 Câncer é um conjunto de doenças.  

Tumores sólidos são como órgãos e órgãos necessitam de suprimento e suporte do 

estroma circundante.  

Células tumorais não trabalham sozinhas, mas contam com aliados que as 

circundam, as células acessórias.  

O tumor é mantido por um ambiente dinâmico e complexo, que atua em prol da 

proliferação e sobrevivência.  

Esses fatos mostram que a biologia tumoral não pode mais ser tratada levando-se 

em consideração somente as características das células tumorais, mas sim englobar as 

contribuições do microambiente que circunda o tumor. Um conjunto de doenças não pode 

ser tratado com uma terapia, mas sim com um conjunto de terapias que contemple 

múltiplos mecanismos: terapias multialvos. Mesmo porque a origem de um tumor não é 

“single”, mas “multi”: não é a mutação de um gene, mas de quatro ou sete. As células 

tumorais não apenas resistem aos processos de apoptose, mas também são capazes de se 

proliferar de maneira autosustentada, evitando sinais supressores de tumor, induzindo 

angiogênese, invadindo e produzindo metástases. O tumor, através de ferramentas como a 

instabilidade genômica, mutações e inflamação, manipula o metabolismo energético a seu 

favor, sem induzir imunidade. Ou seja: é necessário barrar múltiplos mecanismos para 

conter o desenvolvimento tumoral. 

A goniotalamina racêmica apresenta atividade antiproliferativa, anti-inflamatória, 

antinociceptiva, induz apoptose, previne o desenvolvimento de inflamação crônica 

aparentemente sem toxicidade nas doses efetivas. Os resultados obtidos até aqui apontam 

para uma molécula promissora, com ação multialvos, não somente sobre as células 

tumorais, mas também sobre o ambiente tumoral, modulando a tumorigênese. Além disso, 

sua síntese é simples, em três etapas com rendimento excelente, possuindo assim um ótimo 

perfil para aplicação em terapias combinatórias.  
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Conclusões 

 

- A rota sintética assimétrica e racêmica da goniotalamina é passível de ser realizada 

em larga escala, o que permite a avaliação da goniotalamina em modelos experimentais in 

vivo e de longa duração. 

- A goniotalamina em suas formas de racemato e enantiomericamente puras 

apresenta atividade antiproliferativa in vitro, em concentrações na ordem de µM, sendo que 

os resultados obtidos para rac-GTN são comparáveis aos de seus enantiômeros. Esses 

dados, aliados ao ótimo rendimento da rota sintética favoreceram a inserção da 

goniotalamina racêmica nos estudos in vivo. 

- A rac-GTN induziu morte por apoptose nas linhagens tumorais humanas de cólon 

(HT-29) e de melanoma (SK-MEL-2), com ativação das vias intrínseca e extrínseca. O 

envolvimento da via mitocondrial não é essencial para a ativação apoptótica, o que foi 

confirmado com a linhagem SK-MEL-2 transfectada com Bcl-XL, pois a atividade 

apoptótica da rac-GTN nessa linhagem foi reduzida, porém não foi anulada, o que permite 

concluir que a via intrínseca é ativada para amplificação do sinal apoptótico e não como via 

principal.  

- A atividade antiproliferativa observada in vitro foi confirmada in vivo, através da 

redução do crescimento tumoral nos modelos de tumor sólido e ascítico de Ehrlich e 

melanoma B16-F10. Essa ação sistêmica não produziu sinais aparentes de toxicidade nas 

doses efetivas.  

- A goniotalamina reduziu o edema de pata produzido por diversos agentes 

inflamatórios e apresentou atividade antinociceptiva em modelos de nocicepção produzidos 

também por processos inflamatórios. 

- A relação entre a atividade anti-inflamatória e anticâncer da goniotalamina foi 

confirmada pela redução do processo inflamatório e tumoral em modelos de colite induzida 

por TNBS e de colite espontânea que evolui para carcinogênese. 
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- A diminuição da expressão de TNFα e de MMP-9, mediadores comuns da 

inflamação e câncer, reforça essa relação.  

- Os resultados obtidos e o perfil multi-alvos apresentado pela goniotalamina 

sugerem sua avaliação em terapias combinatórias para tratamento de processos 

inflamatórios crônicos e de câncer. 
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Anexo 1 

 

Espectros de ressonância magnética nuclear da goniotalamina  
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NAME         jun04rcbH1
EXPNO                 1
PROCNO                1
Date_          20120604
Time              19.18
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG            zg30
TD                32768
SOLVENT           CDCl3
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                298.2 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                 1H
P1                13.25 usec
PL1               -6.00 dB
SFO1        250.1317509 MHz
SI                32768
SF          250.1300000 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB                 0.30 Hz
GB                    0
PC                 1.00

Rosi - CDCl3 - 250 MHz - jun04rcbH1 - GNT racêmica

O

O

 

Espectro 1. 1H-RMN (250 MHz, CDCl3) da goniotalamina racêmica. 
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5 NAME         jun04rcbC1

EXPNO                 1
PROCNO                1
Date_          20120604
Time              19.10
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG          zgpg30
TD                16384
SOLVENT           CDCl3
NS                   10
DS                    0
SWH           15060.241 Hz
FIDRES         0.919204 Hz
AQ            0.5439988 sec
RG                812.7
DW               33.200 usec
DE                 6.00 usec
TE                298.2 K
D1           2.00000000 sec
d11          0.03000000 sec
DELTA        1.89999998 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         62.9015280 MHz

======== CHANNEL f2 ========
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

Rosi - CDCl3 - 250 MHz - jun04rcbC - GNT racêmica

O

O

 

 
Espectro 2. 13C-RMN (62,5 MHz, CDCl3) da goniotalamina racêmica. 
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EXPNO                 1
PROCNO                1
Date_          20120604
Time              19.04
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm QNP 1H/13
PULPROG         dept135
TD                16384
SOLVENT           CDCl3
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
TE                298.2 K
CNST2       145.0000000
D1           2.00000000 sec
d2           0.00344828 sec
d12          0.00002000 sec
DELTA        0.00001273 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
NUC1                13C
P1                10.00 usec
p2                20.00 usec
PL1                0.00 dB
SFO1         62.9015280 MHz

======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2         waltz16
NUC2                 1H
P3                13.25 usec
p4                26.50 usec
PCPD2            100.00 usec
PL2               -6.00 dB
PL12              11.56 dB
SFO2        250.1310005 MHz
SI                32768
SF           62.8952390 MHz
WDW                  EM
SSB                   0
LB  1.00 Hz

Rosi - CDCl3 - 250 MHz - jun04rcbD - GNT racêmica
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Espectro 3. Dept 135 (62,5 MHz, CDCl3) da goniotalamina racêmica. 
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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. 
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 Revisão sobre os mecanismos que suportam a relação câncer-inflamação. 

Vendramini-Costa DB, Carvalho JE. (2012). Molecular Link Mechanisms between Inflammation 

and Cancer. Curr Pharm Des, 18(26): 3831-3852.  
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 Trabalho realizado em parceria com o Instituto de Química-UNICAMP, parte do 

projeto temático “Biologia Química: Novos Alvos Moleculares Naturais e Sintéticos contra 

o Câncer. Estudos Estruturais, Avaliação Biológica e Modo de Ação”, Processo FAPESP nº 

2009/51602-5. 

Barcelos et al. (2012). Synthesis of methoxylated goniothalamin, aza-goniothalamin and γ-

pirones and their in vitro evaluation against human cancer cells. Bioorg Med Chem, 20(11): 3635-

3651.  
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 Trabalho realizado em parceria com o Instituto de Química-UNICAMP e a Divisão 

de Fitoquímica-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. 
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 Trabalho realizado em parceria com o Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi, Instituto de 

Biociências-UNESP, Botucatu. 

 Seito et al, (2011). Antiproliferative activity of three methoxylated flavonoids isolated from 

Zeyheria Montana Mart. (Bignoniaceae) leaves. Phytotherapy Res, 25: 1447-1450. 
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