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Resumo

A bioprospecgé@o é uma das formas de extrair valor econémico da biodiversidade brasileira, abrangendo
principalmente a industria farmacéutica. O cancer € uma das principais causas de mortalidade no mundo e
64,9% das drogas anticancer, aprovadas de 1946 a 2019, sdo de origem natural. A familia Clusiaceae
possui varios metabdlitos secundarios bioativos, destacando-se a agédo antineoplasica de espécies dos
géneros Garcinia e Clusia. O objetivo deste trabalho foi realizar uma breve revisédo da atividade anticancer
dos géneros Clusia e Garcinia, pertencentes a familia Clusiaceae. A pesquisa bibliografica foi realizada no
periodo de 2000 até 2021, nas bases de dados Scifinder, PubMed, Scopus e Web of Science. Foram
selecionados os estudos in vitro e in vivo dos dois géneros, sobre a atividade anticAncer de algumas das
substancias isoladas mais representativas, e os mecanismos de agédo envolvidos. Foram excluidas as
duplicatas ou os dados considerados questionaveis ou insuficientes. Essa revisdo reforga a importancia da
bioprospecgéo de moléculas anticancer da familia Clusiaceae, que poderia contribuir para a descoberta de

farmacos de origem natural, visando o desenvolvimento tecnoldgico sustentavel brasileiro.

Palavras-chave: Bioprospeccéo. Clusiaceae. Clusia studartiana. Cancer. Garcinia.

Abstract

Bioprospecting is a way to extract economic value from Brazilian biodiversity, comprising mainly the
pharmaceutical industry. Cancer is one of the main causes of mortality in the world and 64.9% of anticancer
drugs approved from 1946 to 2019 were extracted from natural sources. The Clusiaceae family has several
bioactive secondary metabolites, highlighting the antineoplastic action of species from the genera Garcinia
and Clusia. The objective of this work was to carry out a brief review on anticancer activity of the Clusia and
Garcinia genera, belonging to the Clusiaceae family. The bibliographic search was carried out from 2000 to
2021, in the Scifinder, Pubmed, Scopus and Web of Science databases. In vitro and in vivo studies of both
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genera were selected, on anticancer activity of some of the most representative isolated substances, and
the action mechanisms involved. Duplicates, questionable or insufficient data were excluded. This review
reinforces the importance of bioprospecting anticancer molecules from the Clusiaceae family, which could

contribute to drug discovery from natural sources and a sustainable technological development in Brazil.

Keywords: Bioprospecting. Clusiaceae. Clusia studartiana. Cancer. Garcinia.

Introducgao

Biodiversidade, bioprospeccgao e cancer

O Brasil abrange mais de 8,5 milhdes de quilémetros quadrados, sendo efetivamente o quinto maior pais
do mundo em extensao, contendo a maior floresta tropical, extensas planicies e areas montanhosas. Possui
uma grande diversidade de flora e fauna, devido & existéncia de habitats muito diferentes e peculiarestl. E
0 pais com a maior diversidade genética vegetal do planeta, com 115.333 espécies de animais e 47.754
espécies de plantas e fungos, sendo 32.292 angiospermas!2. A biodiversidade brasileira foi a responsavel
por descobertas de substancias que conduziram a inovagdes no tratamento de doengas no Brasil e no

mundo, mas apesar disso, seus recursos biolégicos ainda nao foram muito exploradost.

A bioprospecgéo é a busca sistematica por organismos, genes, enzimas, substancias, processos e partes
provenientes de seres vivos em geral, sendo uma das formas de extrair um valor econémico da
biodiversidade. Essa estratégia, eventualmente, pode levar ao desenvolvimento de um produto com
importante significado para a humanidade. A bioprospec¢éo abrange muitos setores como a agricultura, a
biotecnologia, a industria farmacéutica e de cosméticos e a saude, entre outrosE!. A industria farmacéutica,
relacionada a saude e ao bem-estar, se destaca movimentando U$1,3 trilhdo em 2019, e devendo
ultrapassar U$1,5 trilhdo até 20234, Neste setor, produtos naturais constituem 51,15% das moléculas
aprovadas como farmacos, no periodo de 01/01/1981 a 30/09/2020, considerando-se sob essa
classificagdo também os derivados de produtos naturais. Portanto, estes continuam a ser uma fonte de
grande importancia, apesar do numero muito reduzido de programas da industria farmacéutica para a

descoberta de medicamentost.

Entre as varias doencas existentes, o cancer é considerado uma das principais causas de mortalidade. Em
2018, foram descritos 17 milhdes de novos casos e 9,5 milhdes de mortes causadas por cancer no mundo.
Estima-se que a incidéncia de cancer crescera até alcangar 27,5 milhdes de novos casos e 16,3 milhdes
de mortes até 2040, devido ao crescimento e envelhecimento da populagdo. Dessa forma, o cancer continua

sendo um grave e critico problema de satde publica mundiall.,

As pesquisas realizadas, na area de agentes anticancer, mostraram uma grande contribuicdo de
substancias de origem natural. De 1946 a 1980 foram aprovadas 74 substancias com atividade anticancer
e de janeiro de 1981 até setembro de 2019 foram aprovadas 185. Do total de 259 substancias, 168 (64,9%)

s3o originarias ou derivadas de produtos naturais I,
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Perfil fitoquimico de Clusiaceae — géneros Garcinia e Clusia

A familia Clusiaceae € uma fonte importante de metabdlitos secundarios, tais como: antraquinonas,
antronas, benzofenonas, cumarinas, flavonoides, xantomas e triterpenos de diversos tipos. Varias
espécies desta familia possuem atividades: anti-inflamatéria, antiinfecgdo e anticancer, antinociceptivos,

antioxidantes, antidiabética, antimicrobial, hepatoprotetora entre outras atividades farmacolégicas®1,

Esta familia possui aproximadamente 15 géneros e 800 espécies, distribuidas nas regides tropicais, de
acordo com o mapa (FIGURA 1)1, sendo representadas por arbustos, arvores e algumas espécies s&o

hemiepifitas. No Brasil ocorrem 12 géneros e 147 espécies de Clusiaceael'3l.

FIGURA 1: Mapa de distribuicdo mundial da familia Clusiaceae.

Fonte: Stevens PF, 2001 (121,

O género Garcinia possui aproximadamente 240 espéciesli213 distribuidas no sudeste da Asia (Ex: G.
cambogia, G. dulcis e G. mangostana), na india (Ex: G. indica), na Africa (Ex: G. kola) e na América do Sul
(Ex: G. humilis e G. brasiliensis)!4. Em geral, os frutos das espécies deste género sdo comestiveis e usados
na agricultura. As suas sementes sao utilizadas na produgéo de corantes ou 6leos, como antioxidantes ou

no tratamento de varias doengas como hiperglicemia, diabetes e cancer'5-18],

Existem varias classes de substancias nas espécies de Garcinia, tais como: xantonas!'¥, procianidinas2%,
bisflavondides2l e floroglucinois22. As espécies desse género apresentam uma grande variedade de

atividades farmacoldgicas, destacando-se a atividade anticancer®11.18.22],

Na China, a resina gamboge, extraida de espécies de Garcinia é rica em xantonas, e usada em formulacées
orais e injetaveis para o tratamento de carcinoma de mama e linfoma maligno23l. Estas xantonas tém
despertado muito interesse por sua atividade citotdxica, em varias linhagens de células tumorais, mesmo
em baixas concentragdes. Além disso, frequentemente estas substancias ndo possuem resisténcia a
multiplas drogas (MDR), uma propriedade importante para os quimioterapicos(24l. Por estes motivos, estas

substancias sdo consideradas promissores agentes anticancer, sendo citados alguns exemplos abaixo.

Dez xantonas foram isoladas dos caules de Garcinia schomburgkiana. Trés destas xantonas mostraram
citotoxicidade contra quatro linhagens tumorais (KB, HeLa S3, MCF-7 e Hep G2), com valores de I1Cs0 na
faixa de 0,18-9,95 yM23],
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O garcinol, uma benzofenona poliisoprenilada, é isolado dos frutos de Garcinia indica e possui propriedades
anticancer, envolvendo diferentes alvos, demonstrada por muitos estudos in vitro e in vivol28l. Estudos
recentes indicam o garcinol € um inibidor de histona acetiltransferases (HAT) e desregulador de microRNA
(miRNA), que atuam no desenvolvimento e progressao de varios tipos de cancer. Esta agdo moduladora

de HAT e miRNA indica um potencial epigenéticol2Z,

QOutro género da familia Clusiaceae, que também é muito estudado, é o género Clusia, que compreende
cerca de 300 a 400 espécies, com distribuicdo neotropical e altamente diversificada na América Central e
do Sull2l. A distribuigdo total deste género estende-se ao norte e ao sul dos tropicos e o Brasil possui

aproximadamente cerca de 70 espécies(28.

O perfil quimico das espécies de Clusia é representado pela presenga de benzofenonas polipreniladas2®
311, xantonas®3, bifenilas2®, flavonoides43 e triterpenoides®tl. Este género é considerado uma das
principais fontes de benzofenonas em Angiospermas2¥, sendo considerado marcador quimico do género
Clusial®%. A atividade anticancer em Clusia rosa foi atribuida a presenca destas benzofenonas
polipreniladas, tendo como alvo a enzima topoisomerasel?”l. Outros estudos sobre a atividade anticancer

das espécies de Clusia ja foram descritos2842 e serdo detalhados e mostrados nesta reviséo.

Os estudos descritos na literatura sobre a ag&o anticancer das espécies dos géneros Clusia e Garcinia,
realizados em modelos experimentais in vitro e in vivo, validam a importancia da realizagdo de pesquisas
sobre metabdlitos secundarios bioativos nestas espécies, visando o desenvolvimento de medicamentos

com atividade anticancer.

O objetivo deste trabalho foi realizar uma breve revisdo da atividade anticAncer dos géneros Clusia e

Garcinia, pertencentes a familia Clusiaceae.

Material e Método

A pesquisa bibliografica foi realizada, no periodo de 2000 até 2021, nas bases de dados Scifinder, PubMed,
Scopus e Web of Science. Foram selecionados os estudos sobre a atividade anticancer in vitro e in vivo de
algumas das substancias mais representativas destes géneros e os mecanismos envolvidos. Foram

excluidas as duplicatas ou os dados que foram considerados questionaveis ou insuficientes.

Resultados e Discussao

Atividade anticancer do género Garcinia

Os frutos de G. mangostana (mangostédo), G. xanthochymus e G. cambogia sao utilizados pelos povos do
leste asiatico como alimento ou controle da obesidade. Na india, os extratos de G. xanthochymus e G.
cambogia séo usados para intensificar o sabor do curry e o extrato de G. cambogia é também usado como

antisséptico para preservar os alimentos!43-43],

O principal constituinte do mangostao € a a-mangostin, que possui agdo anticancer e quimiopreventiva, agindo

nos trés diferentes estagios da carcinogénese, que s&o denominados como iniciag&o, promog&o e progressaoldl,
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A acgdo quimiopreventiva de substancias esta ligada a etapa de iniciagdo do cancer que envolve a inibigdo
das enzimas da fase | (pertencentes ao citocromo P450/superfamilia CYP), responsaveis pela ativagdo dos
carcinégenos e posteriormente a indugdo das enzimas da fase Il (Ex: glutationa-S-transferase), que
conjugam os carcindgenos com ligantes endogenos, para promover a sua eliminagdoZ. De fato, foi
observado que a-mangostin inibiu o surgimento de lesdes pré-neoplasicas, induzidas por 7,12
dimetilbenzantraceno (DMBA), em ensaio de cultura ex vivo de células de mama de camundongo. Uma vez
que a ativagdo por DMBA requer a presenga das enzimas da fase | (CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1),

possivelmente este fato deve estar ligado a inibigdo destas enzimas na fase de iniciagdo do cancert8l,

Corroborando esta hipétese, o tratamento realizado com a a-mangostina em células de cancer de mama,
do tipo SK-BR-3, provocou a inibigdo da aromatase (CYP-19) nestas células, de forma dose-dependente.
A linhagem SK-BR-3 possui altos niveis de aromatase (CYP-19), que é uma enzima limitante da taxa na
biossintese de estrogénio. Como o estrogénio desempenha um papel vital no desenvolvimento e
progressao do cancer de mama responsivo a horménios, o efeito supressor de a-mangostina na aromatase

indica seu potencial como agente quimiopreventivo na carcinogénese mamarial49,

A geracéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de espécies reativas de nitrogénio (ERN) pode ocorrer
por vias enddgenas e exdgenas tais como: os processos inflamatérios, a irradiagéo UV, a cadeia respiratoria
mitocondrial, a peroxidagao lipidica, e os poluentes ambientais®d. Em condigdes normais, as células
mantém o balangco de ERO/ERN em niveis adequados, pela agao de antioxidantes enzimaticos como SOD,
CAT e GPx, assim como através de antioxidantes ndo enzimaticos, como GSH e acido uricol®l. Quando
ocorrem perturbagdes neste equilibrio, as defesas celulares ficam sobrecarregadas e a célula sofre
modificagbes oxidativas de carboidratos e proteinas, cortes de fita de DNA e peroxidagao lipidica, podendo
gerar o cancer. Comprovou-se que a-mangostin apresentou um efeito de protecdo em processos que
envolviam estresse oxidativo®2-5%, e que os mecanismos envolvidos incluiam a eliminag&o de radicais livres,
a modulagéo de enzimas ligadas ao estresse oxidativo e a atenuagéo do processo inflamatério, bloqueando

o cancer, ainda na sua etapa iniciall“®l,

Na fase de promogado do cancer, as células com disfungdo no controle de proliferagdo celular e das
proteinas reguladoras de apoptose podem originar um nucleo de células pré-neoplasicas. Estudos
realizados com a-mangostin mostraram que esta substancia foi capaz de atuar, em concentracdes
micromolares, nesta fase do cancer. O mecanismo de atuagdo desta substancia ocorre através da
modulag&o dos principais mediadores do ciclo celular, gerando apoptose, por bloqueio na transi¢gdo G1/S,
resultando na interrupg&o no ciclo celular na fase G1 em: cancer de préstatal®8l, melanomal®d, cancer de
mamal®8 e cancer pancreatico®. No cancer de prostata, sua atividade antiproliferativa envolveu ainda a
regulagdo negativa das ciclinas D1 e D3, Rb fosforilado e ciclina EE8l. Esta substancia induz a apoptose de
varias linhagens de células tumorais in vitro, assim como também em modelos de implante de tumor em
animais, através de modulagédo das moléculas de sinalizagdo pro e antiapoptoticos8281], de forma seletiva,

com baixa toxicidade para as células normais(624],

Posteriormente, as células pré-neoplasicas transformam-se em neoplasicas quando passam a ter
propriedades angiogénicas, promovendo a invasido de células e tecidos, gerando metastases e entrando
no estagio de progressao do cancer. A supressado da angiogénese envolve principalmente a modulagao da
expressao do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF), que estimula a proliferagcdo das células

endoteliais, a migracao e a diferenciagdo para formar novos vasos sanguineos. O VEGF liga-se aos seus
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receptores, gerando mudangas conformacionais nos receptores, dimerizagdo e autofosforilagdo dos
residuos de tirosina, ativando assim a cascata de sinalizagdo como MAPK e via PI3K/Aktl5, A substancia
a-mangostin reduziu a expressdo de VEGF, em células de cancer de mama T47D8 inibindo assim a sua
progressao. Além disso, esta xantona mostrou ser capaz de prevenir a progressdo do cancer pancreatico

induzido por hipoxia, que também esta associada a angiogéneseltZl,

Além da invasdo de células tumorais que ocorre através do estroma associado ao tumor, as subsequentes
metastases sdo os eventos centrais que ocorrem na progressao neoplasica. Uma das marcas da invasao
tumoral e migragcédo é a degradacdo excessiva da matriz extracelular mediada por enzimas proteoliticas,
principalmente MMP-2 e MMP-9. A xantona a-mangostina é capaz de regular negativamente a expressao
de MMP-2 e MMP-9, de maneira dose-dependente, bloqueando assim a invasao e a metastase de varios
tipos de cancer como o carcinoma de pele®®, de células escamosas de cabega e pescogol®d, o

adenocarcinoma de pulmaolY, o carcinoma de préstatal”!l e o cancer pancreaticol’2,

Além de ser capaz de bloquear, reverter ou retardar a carcinogénese, agindo em todas as suas etapas por
diferentes mecanismos, a a-mangostina também inibe a atividade do transportador ABC, que é uma

interessante caracteristica para a quimioterapia, pois previne a resisténcia a multiplas drogas (MDR)Z3],

Além dos artigos descritos, ha outro artigo de revisao sobre o a-mangostin, que mostra suas propriedades
quimiopreventivas, antiproliferativas, pré-apoptoticas, antiangiogénicas e antimetastaticas contra uma

ampla gama de tipos de células tumoraisZ4l.

A substancia garcinona E, outra xantona presente no mangostdo, mostrou citotoxicidade em varias
linhagens de células de carcinoma hepatocelular (HCC)Z3, e inibiu a proliferagdo de células de
feocromocitoma (PC12) e de glioma (U87), com dependéncia da dose, sendo esta atividade mais intensa
nas células de gliomal’8l. Sua atividade anticancer também foi avaliada em células de cancer colorectal
(HCT-116), hepatocelular (HepG2) e mama (MCF-7). Sua atividade antiproliferativa contra HCT-116 e
HepG2 ocorre devido a interrupgéo do ciclo celular na fase G0/G1 e indugéo de apoptose e necrosel*3l. O
tratamento realizado com esta xantona em células de cancer oral (HSC-4) inibiu a sua proliferagdo destas
células e o seu potencial de formacao de colbnias. Este estudo mostrou que o efeito antiproliferativo desta
substéncia ocorre devido a apoptose, ocorrendo também a supressao da migragéo e invaséo celular, por
inibicdo da expressdao de MMP-2 e MMP-9. Além destes resultados, foi observado ainda uma redugao no
nivel de IL-6, que contribuiu para a inibicdo da metastase e um nivel elevado de IL-2, sugerindo que a
Garcinona E possui uma atividade anti-inflamatéria e imunoestimulante, que contribui diretamente para o
seu potencial antimetastaticol”Z. O crescimento de dois outros tipos de linhagens cancerigenas de ovario
(HEY e A2780) também foi inibido pelo tratamento com garcinona E, através da modulagdo do estresse
induzido pelo reticulo endoplasmatico (RE) que ativou a via de sinalizagdo (IRE) -1a, induzindo assim a
apoptose. O mecanismo apoptdtico baseou-se na interrupgdo no ciclo celular na fase G2/M. O processo de
invasdo celular, baseado nas modificagdes nas MMPs e, diretamente relacionado a metastase foi
bloqueadol”8. Um estudo mais recente apresentou resultados semelhantes, pois esta xantona também
mostrou uma potente atividade citotéxica em células de cancer cervical (HeLa), com mecanismos de agao
que envolvem também a apoptose por interrupgéo do ciclo celular na fase G2/M. Além disso, esta xantona

também foi capaz de suprimir a migracgao, a invasao e a ades&o celular’
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Além da garcinona E, varias outras xantonas preniladas, também foram isoladas do mangostédo (Ex: 8-
desoxigartanina, gartanina, 9-hidroxicalabaxantona e tovofillina A). Todas mostraram atividade
antiproliferativa sobre células de cancer gastrico (SGC 7901), cervical (HeLa) e hepatoma (HepG2), sendo
que a garcinona-E possui o efeito citotdxico mais intenso. A substituicao por unidades isoprénicas nos anéis
A e B em combinagdo com uma substituicdo 4-oxo sdo determinantes para a atividade antiproliferativa,

enguanto que a ciclizagéo da unidade isoprénica ocasiona um decréscimo desta atividadel®Y,

A garciniaxantona | e mais cinco substéncias conhecidas foram isoladas da casca de G. xanthochymus e
testadas em quatro linhagens de células tumorais: hepatoma (HepG2), adenocarcinoma de pulméo (A549),
cancer gastrico (SGC7901) e cancer de mama (MCF-7). Os resultados obtidos neste estudo permitiram
concluir que a garciniaxantona | promove apoptose nas células de hepatoma (HepG2) pela via mitocondrial,
mediada pelas caspases 3/7/9, através do aumento da expressdo do gene Bax (pro-apoptético), com
reducdo da expressao dos genes supressores de apoptose (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1). O tratamento com esta
substancia inibe também a expressao das metaloproteinases de matriz (MMP-7 e MMP-9), que sdo enzimas

de degradag&o da matriz celular, ligadas a migragéo celular e a metastasell],

Pela primeira vez foram isoladas, dos frutos de G. xanthochymus, as garcinoxantocinas A e B e um
fenilpropanoide glicosilado, além de sete substancias ja conhecidas, spiritona, 14-desoxigarcinol,
xantochimol, garcicovina C, isogarcinol, cicloxantochimol e garcinialiptona (FIGURA 2). A atividade
anticancer destas substancias foi avaliada contra células de glioblastoma (U251MG) e cancer de mama
(MDA-MB-231). Entre as substancias, a 14-desoxigarcinol mostrou a maior inibicdo na proliferagdo de
células de U251MG, com ICso de 1,3 uM. As substancias garcinoxantocinas A e B, xantochimol, garcicovina,
isogarcinol e cicloxantochimol também mostraram uma boa atividade antiproliferativa, mostrando valores
de ICso 1,8-6,0 uM, enquanto que a garcinialiptona foi inativa. Nenhuma destas substancias mostrou efeito
na viabilidade celular de MDA-MB-231. Ainda neste estudo, o tratamento das células de glioma com
xantochimol inibiu a fosfo-tirosina STAT3, sugerindo que a atividade antiproliferativa desta substancia
poderia estar ligada a inibicdo desta proteina, uma vez que STAT-3 é um importante alvo que controla a
proliferagao e sobrevivéncia celular. A garcicovina C inibiu a migragdo das células do glioma e a atividade
de ligacdo do STAT-3 ao DNA. Dessa forma, xantochimol e garcicovina C possuem um efeito inibidor do

tumor, relacionado a inibigdo de STAT-3 em células tumorais2,

A substancia 7-epiclusianona (FIGURA 3), isolada de G. brasiliensis, apresentou efeito citotéxico com
concentragdo-dependente para células A-549, promovendo a interrupgao do ciclo celular na transigao
G1/S&. Em outro estudo, as substancias garciniafenona e 7-epiclusianona foram testadas em diferentes
células: melanoma (UACC-62), cancer de mama (MCF-7) e mama resistente a medicamentos (NCI-ADR),
cancer de pulméo de ndo pequenas células (NCIH460), cancer de ovario (OVCAR 03), cancer de prostata
(PCO03), cancer de rim (786-0) e cancer de lingua (CRL-1624 e CRL-1623). As duas benzofenonas
mostraram efeito citotoxico em todas as linhagens, mas apenas a 7-clusianona teve um efeito dose-
dependente, possuindo ainda uma maior citotoxicidade na maioria das linhagens tumorais. O mecanismo
antiproliferativo envolvido esta relacionado a inibicdo das catepsinas B e G. Estas duas enzimas sao
secretadas pelas células cancerosas e promovem a hidrélise da matriz celular do tumor primario, rompendo
assim o limite com os tecidos da vizinhanca deste, provocando a invasdo e metastasel®4l. A viabilidade de
duas linhagens celulares de glioblastoma (U251MG e U138MG) foi drasticamente inibida, quando ambas
foram tratadas com 7-epiclusianona. A capacidade de formagdo de colbnias, dos dois tipos de células,

também foi significativamente reduzida, demonstrando efeitos em longo prazo, mesmo apds a remogao do
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tratamento. Em baixas concentragdes, o tratamento das células de glioblastoma com a 7-epiclusianona (10
pUM) mostrou alteragdes na progresséo do ciclo celular, causando diminuicao na populacdo da fase G2/M.
Em culturas de U251S houve redugdo da populagdo na fase S e na fase G2/M e em maiores concentragdes
de 7-epiclusianona (40 uM) houve um significante aumento na populagdo Sub-G1 para as duas linhagens.
Os resultados sdo compativeis com a ocorréncia de apoptose, mas os mecanismos envolvidos sao

diferentes e necessitam de um aprofundamento em estudos posteriores(&3,

FIGURA 2: Substancias isoladas de G. xanthochymus: garcinoxantocinas A e B (1 e 2), fenilpropanoide glicosilado (3),
spiritona (4), 14-desoxigarcinol (5), xantochimol (6), garcicovina C (7), isogarcinol (8), cicloxantochimol (9) e
garcinialiptona (10).

Em 2019, um estudo realizado por Taylor e colaboradores!®, mostrou que a 7-epiclusianona também inibiu
o crescimento de 60 linhagens de células cancerosas e induziu morte celular significativa em apenas alguns
tipos de céncer, particularmente para o cancer renal, melanoma, tumores do SNC, cancer de cdlon e cancer

de pulmé&o de nado pequenas células (NSCLC). Entre as linhagens de NSCLC, a mais suscetivel a 7-
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epiclusianona foi a linhagem NCIH460, que é originaria do fluido pleural, sendo a escolhida para realizagédo
de estudos sobre os mecanismos envolvidos. A andlise do ciclo celular revelou que a morte celular foi
precedida por uma interrup¢do na fase G1/S, semelhante ao ocorrido em células de cancer de pulmao
A5491831 sygerindo que o mesmo mecanismo de agdo pode estar envolvido, envolvendo apoptose de
maneira dose-dependente. Ainda neste estudo, em concentragdes menores que 200 nM, foi observada
uma significativa inibicdo da invas&o celular. Além disso, a 7-epi-clusianona, a uma concentragdo de 20
UM, mostrou reduzir significativamente a formagao dos tubos de células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC). Esta etapa é critica para o processo de angiogénese, sendo utilizada tanto pelo processo
de cicatrizagao de feridas, quanto na alimentacao do tumor. Dessa forma, a 7-epi-clusianona possivelmente
atua para inibir o crescimento continuo do tumor e as metastases da linhagem NCIH460. Além disso, esta
substancia possui uma boa capacidade imunomoduladora, que torna possivel a combinagdo dos dois

tratamentos, a quimioterapia citotéxica e a terapia imunoldgica, resultando em uma maior eficacia.

Em um estudo mais recente, a 7-epiclusianona apresentou atividade antiproliferativa contra células de
cancer de mama (MCF-7 e Hs 578T), sendo mais responsivo na primeira. Este efeito foi relacionado a
parada no ciclo celular na fase G1/S, nas duas linhagens, por modulagéo de reguladores do ciclo celular e
sua atividade pro-apoptética foi associada a sua capacidade de aumentar a razdo BAX (proteina apoptética)

/ BCL-2(proteina anti-apoptotica)i&d,

FIGURA 3: Formas tautoméricas da 7-epiclusianona isolada de Garcinia brasiliensis.

Atividade anticancer do género Clusia

A clusianona (FIGURA 4) é uma benzofenona poliisoprenilada, isdbmera da nemorosona, que foi isolada

pela primeira vez das raizes de Clusia congestifloral®,

FIGURA 4: Estruturas quimicas da clusianona (A) e seu isbmero nemorosona (B).
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Os enantibmeros nemorosona e clusianona, assim como outros pares de enantidbmeros de acilfloroglucinol
policiclicos poliprenilado (PPAP), foram obtidos por via sintética, para a realizagdo dos testes de
citotoxicidade de cada enantidbmero puro contra diferentes linhagens tumorais. Os resultados obtidos para
os tratamentos com os enantidbmeros da nemorosona, da clusianona, sdo similares para as linhagens de
carcinoma cervical (HelLa), carcinoma pancreatico (MIA-PaCa2) e céncer de mama (MCF7). Os
enanciémeros da nemorosona possuem atividades muito semelhantes aos da clusianonal®d. Em estudos
realizados anteriormente foi observado que a nemorosona atua por dissipagao no potencial da membrana
mitocondrial e liberagdo de Ca*2e niveis elevados de estresse celularl?), Desta forma, a similaridade entre
os isOmeros clusianona e nemorosona deve-se as acgdes fisico-quimicas comparaveis membrana
mitocondrial®Y, Esta ag&o nas mitocdndrias foi demostrada em um estudo posterior, realizado em células
isoladas de figado de rato (HepG2). Neste estudo, o tratamento com a clusianona e a nemorosona
promovem o desacoplamento mitocondrial protonoférico, pela dissociagao dos prétons fendlicos na matriz
mitocondrial. Isso foi evidenciado pela dissipagdo do potencial de membrana mitocondrial e pela inibigao
de influxo de Ca*?, pela promogao do efluxo em mitocondrias carregadas com Ca*? e por uma diminuig&o
nos niveis de ATP e NAD (P) H e geracédo de ROS. A acgédo citotdxica e o desacoplamento da clusianona
foram, consideravelmente, menores do que as da nemorosona, provavelmente devido a presenga de uma

ligagdo de hidrogénio intramolecular, que diminui a interagdo com os receptoresl,

A substancia nemorosona, isolada de resinas florais de Clusia rosea, mostrou atividade citotéxica em
células de carcinoma epitelial (HelLa), epidermdide (Hep-2), prostaticos (PC-3) e do sistema nervoso central
(U-251)#2, Esta substancia também mostrou citotoxicidade in vitro contra células de mama, colon, ovario,
figado e pulmaol®l. Em células leucémicas do tipo Jurkat e K-562 esta substancia mostrou atividade
antiproliferativa e apoptética, através da inibicdo da enzima Akt/PKB promovendo a interrup¢do do ciclo
celular. Ainda neste trabalho, foram realizadas avaliagbes in vivo que sugerem que a nemorosona afeta

significativamente a hematopoiese em camundongos!®4,

A nemorosona mostrou atividade citotoxica em linhas de células de neuroblastoma do tipo NB69, Kelly, SK-
N-AS e LAN-1, assim como nas células LAN-1 quimioresistentes a cisplatina, etoposideo, adriamicina e 5-
fluoruracil. Nas células LAN-1, esta benzofenona, apresentou um aumento de células na fase GO/G1 e uma
diminuicdo da percentagem de células na fase S, com aumento dos niveis de proteina p21Cip1, uma das
principais reguladoras interrupgéo do ciclo celular na fase G1/S, evidenciando a presenga de um mecanismo
apoptético. Os danos causados ao DNA, caracteristicos de ‘apoptose tardia’, foram avaliados
semiquantitativamente e considerados significativos. Houve também um aumento significativo de caspases-
3, de maneira dose-dependente. A atividade enzimatica do imunoprecipitado Akt/PKB foi fortemente inibida
in vitro, sugerindo que, seu efeito antiproliferativo, pelo menos em parte, esta relacionado ao alvo Akt/PKB,

nas linhagens de células estudadas!®3l.

Sua agdo nas células pancreaticas (Capan-1, AsPC-1 e MIA-PaCa-2) difere do mecanismo de agao em células
leucémicas ja descrito anteriormentel®d, envolvendo a liberagdo do citocromo C das mitocondrias e
subsequente apoptose dependente de caspase. Os resultados mostraram ainda que o potencial da membrana
mitocondrial foi abolido e houve um aumento dos niveis de calcio citosélico. O perfil de expressdo génica
revelou 336 genes afetados pela nemorosona. Um total de 75 genes foi alterado, em todas as trés linhagens
celulares, e muitos destes estavam dentro da rede de resposta de proteina desdobrada (UPR). A UPR é
desencadeada pelo acumulo de proteinas desdobradas ou mal dobradas no reticulo endotelial (RE) e tem

como objetivo restabelecer a homeostase celular, desencadeando, porém, a apoptose caso esta ndo seja
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alcancada. Em resumo, o mecanismo anticancer da nemorosona nas células pancreaticas mostrou uma
rapida elevacéo do nivel de calcio citosolico, despolarizagdo da membrana mitocondrial, seguido por ativagéo

da apoptose, por meio de uma via de resposta ao estresse denominada UPRES],

A nemorosona também mostrou atividade antiproliferativa em células de carcinoma de mama (MCF-7), com
receptor de estrogénio positivo pela interrupgao do ciclo celular na fase G0/G1. Este efeito antiproliferativo
parece envolver a interagdo da nemorosona com os receptores de estrogénio, pois, foi significativamente
reduzido por adigdo de 17B-estradiol e intensificado por adicdo de um antagonista de receptor de
estrogénio. N&o houve citotoxicidade em células tumorais de MDA-MD-231, uma linhagem de células de
cancer de mama com receptor de estrogénio negativo e em uma linhagem celular de carcinoma de préstata
(LNCaP), confirmando a interagdo da nemorosona com os receptores de estrogénio®Z. Em um estudo
posterior, seguindo-se diferentes metodologias, a nemorosona inibiu a agdo do 17-B3-estradiol em células
de cancer de mama dependente de estrogénio (MCF-7 BUS), confirmando sua ag&o antiestrogénical®l,
Maiores investigagdes sobre os mecanismos anticancer envolvidos nestas células de adenocarcinoma de
mama (MCF-7 BUS) mostraram que, além da parada discreta do ciclo celular na fase G0/G1, a nemorosona
causa deplecdo significativa na fase G2/M. Além disso, ocorreu a alteragdo da expressao de 19 genes

relacionados a diferentes vias, especialmente o ciclo celular, a apoptose e receptores hormonaisd,

Ja foi mencionado neste trabalho que o efeito citotdxico da nemorosona contra células de carcinoma hepatico
(HepG2) atua por um mecanismo que promove a dissipagdo do potencial de membrana de mitocdndrias,
através de desacoplamento protonofdrico e ativagio de deflexdo de adenosina trifosfato (ATP)2Y, Em outro
estudo realizado em células HepG2, o tratamento com nemorosona inibiu significativamente a proliferagdo
celular, tanto na presenga quanto na auséncia dos fatores sollveis secretados pelos macréfagos associados

ao tumor (TAMs), com redug&o do nimero de coldnias e da migrag&o celular’®d,

Em outro trabalho, foi mostrado que o efeito citotdxico da nemorosona, em células de carcinoma de colo
LoVo WT e LoVo Dox (resistentes a doxorrubicina), foi dose e tempo-dependente, inclusive restaurando a
sensibilidade da linhagem resistente a doxorrubicina. Ocorreu apoptose por interrupgao do ciclo celular na
fase G0/G1, nas duas linhagens tumorais, tanto no tratamento realizado apenas com nemorosona como no
tratamento conjunto realizado com doxorrubicina. A producdo de ROS foi significativamente maior do que
a obtida apenas com o tratamento com doxorrubicina, especialmente em células resistentes. Isso sugere
que, na indugéo da morte celular, o efeito sinérgico de nemorosona e doxorrubicina envolveu o aumento da
produgdo de ROS. O tratamento com nemorosona ou com doxorrubicina em células LoVo WT também
diminuiu significativamente o potencial de membrana mitocondrial. Ja os tratamentos combinados
aumentaram o potencial de membrana. O efeito sinérgico das combinagdes destes tratamentos na apoptose
é mediado pela produgdo de ROS, podendo estar em estreita associagdo com a concentragdo de
nemorosona. Os co-tratamentos também induziram a parada do ciclo celular, resultando em apoptose por
uma maior produgdo de ROS e alteragdo drastica do potencial de membranal™l, O mesmo grupo de
pesquisa estudou a acdo anticancer de nemorosona sobre células de céncer coloretal (CRC), sendo
observado que a sua viabilidade celular e a sua capacidade clonogénica foram reduzidas significativamente
por este tratamento, de maneira dose-dependente, induzindo apoptose com interrupgéo do ciclo celular na
fase GO/G1. Além disso, a nemorosona reduziu a expressado do gene BCL2 (antiapoptoético) e intensificou
a expressao dos genes TP53 e BAX (pré-apoptoticos), resultando na ativagdo das caspases 3/7. Esta
benzofenona poliisoprenilada atenuou a migragao celular e a invasao tumoral pela inibicao da atividade de

MMP9, pelo aumento da E-caderina (envolvida na adesdo celular), assim como pela diminuigdo da

257
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2022; Supl.(2): 247-266 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Bioprospeccao de atividade anticancer dos géneros Garcinia e Clusia: uma breve Brito e Figueiredo
revisao

expressao de B-catenina e vimentina, que sdo proteinas que estdo envolvidas na transicdo epitelial-

mesenquimal (EMT), diminuindo assim o potencial metastico das células CRC!1%2,

Em estudo recente, a citotoxicidade de vinte e cinco substancias, isoladas de extratos de Clusia criuva,
foram testadas em células de glioblastoma humano (GL-15). O acido betulinico ndo esterificado, o acido
betulinico esterificado pelo feruloil em C-28, as propolonas B, C e D e a hiperisampsina E apresentaram um
potencial citotdxico superior a temozolomida. Esta substancia é o principal agente quimioterapico usado

para combater a proliferagdo de células de glioma (grau 1V), sendo utilizado como controlel1%3,

Foi avaliada a citotoxicidade dos extratos em hexano, acetato de etila e metanol de Clusia latipes em células
de cancer de prostata humano (PC-3), células de cancer de célon (RKO), células de astrocitoma (D-384) e
células de cancer de mama (MCF-7). O extrato em acetato de etila apresentou citotoxicidade mais relevante
e o0 hexanico mostrou atividade genotodxica in vitro, avaliada através de ensaio Cometa. Friedelina, friedolan-
3-ol e hesperidina, isoladas do extrato hexanico sdo substancias citotdxicas, assim como (-amirina, isolada
do extrato em acetato de etila (FIGURA 5)[1041,

FIGURA 5: Triterpenos pentaciclicos isolados de Clusia latipes com atividade anticancer: friedelina (1), friedolan-3(3 -ol
(2), hesperidina (3) e B-amirina (4).

As aplicacdes medicinais de espécies de Clusiaceae ja sdo conhecidas ha muito tempo, destacando-se sua
atividade antineoplasica. Por esse motivo, nosso grupo desenvolve pesquisas da familia Clusiaceae que se
iniciou com a espécie Clusia studartiana, inédita do ponto de vista quimico e farmacolégico, registrada no
Patrimbnio Genético (SISGEN), sob o numero AB5D582. O projeto denomina-se “Bioprospeccado e
isolamento de produtos naturais com potencial atividade antitumoral de Clusiaceae” (FIOCRUZ/UERJ) e é
realizado em colaboragado com o Laboratério de Farmacologia Molecular/FIOCRUZ. Como resultado deste

trabalho, dois triterpenos pentaciclicos friedolan-33-ol (FIGURA 5) e o acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico
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(FIGURA 6) foram isolados do extrato hexanico das partes aéreas de Clusia studartiana e mostraram
inibicéo na proliferagcao de células de leucemia mieldide (K562). Contudo, apenas o &cido 3-oxo-olean-12-
en-28-oico foi capaz de aumentar a percentagem de Anexina (V)/lodeto de propideo (Pl) nas células
(p<0,05), com 40% de aumento de caspase 3/7, mostrando ainda inibicdo na atividade do P-gp. Dessa
forma, o acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico mostrou-se como um promissor agente anticancer, inclusive

prevenindo a resisténcia a multiplas drogas (MDR) 1951,

FIGURA 6: Acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico isolado de Clusia studartiana com atividade anticancer.
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A citotoxicidade dos triterpenos ja é bem descrita na literatura. Estas substancias inibem a proliferagéo
celular e induzem a morte celular através de alvos especificos para cancer como proteassomas, Bcl-2, NF-
kB, TNF, STAT-3, TLR, PI3K/Akt/mTOR e angiogénsel'®l Basicamente, seu mecanismo anticancer
consiste em inibigdo da inflamagéo e do estresse oxidativo, na regulagao do ciclo celular e na indugao de
apoptose e na redugdo da proliferacdo celular. Os triterpenos destacam-se na pesquisa e no
desenvolvimento de novas terapias anticancer naturais/ semissintéticas, em particular para tratamento de
canceres dependentes de hormdnio sexual (mama, ovario, endométrio, prostata e testiculo), que estédo
relacionados a alta incidéncia de mortes em todo o mundo. Nestes tipos de cancer, os hormdnios sexuais
mantém altas taxas mitéticas e aumentam a proliferagéo celular, aumentando a probabilidade de incidéncia

de erros genéticos, divisdo celular desordenada e fendtipos malignos!'%71,

Conclusao

No cenario brasileiro, onde a biodiversidade de seus biomas ainda permanece pouco explorada, a
bioprospecgédo de substancias anticancer na familia Clusiaceae pode contribuir para a descoberta de
fitofarmacos que poderiam ser associados a um desenvolvimento tecnolégico moderno e sustentavel.
Nossa perspectiva é realizar um estudo mais profundo com Clusia studartiana, para a valorizagao da nossa

biodiversidade através da sua possivel utilizagao terapéutica e econdmica.
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