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RESUMO

Garcinia brasiliensis, popularmente conhecida como bacupari, € uma éarvore
pertencente a familia Clusiaceae, de origem amazodnica, encontrada nos diversos
biomas tropicais e utilizada na medicina popular como anti-inflamatorio do trato
urinério e antinociceptivo. O estudo fitoquimico da fracdo butandlica das folhas desta
espécie levou ao isolamento e identificacdo de 4 flavonoides: miricetina-3-O-
ramnopiranosideo (S1), miricetina-3-O-glucopiranosideo (S2), 4’-metoxi-miricetina-3-
O-ramnopiranosideo (S3) e quercetina-3-O-glucopiranosideo (S4) e cinco Cis-
norisoprenos glicosilados da classe das megastigmanas, relatadas pela primeira vez
na literatura para o género Garcinia: o 3-oxo-a-ionol-glucopiranosideo (S5), e dois
pares de megastigmanas diasteredbméricas: (Z)-4-[3’-(glucopiranosil)butilideno]-3,5,5-
trimetil-2-cicloexen-1-ona (S6 e S7) e (E)-4-[3’-(glucopiranosil)butilideno]-3,5,5-
trimetil-2-cicloexen-1-ona (S8 e S9). Através do estudo de desreplicagdo por CG-EM
da fracdo hexanica de G. brasiliensis foi possivel identificar 18 substancias
pertencentes a classe dos alcoois, acidos graxos, triterpenos e esteroides, no qual se
da destaque aos triterpenos pentaciclicos a e B-amirina, acido ursolico e acido
oleandlico como componentes majoritarios deste extrato. Os ensaios de citotoxicidade
com MTT frente a linhagens tumorais humanas indicaram forte potencial citotoxico
para os extratos acetato de etila e butandlico com porcentagem de inibicdo superiores
a 90%, apesar de baixa especificidade. Ja os ensaios de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase humana apresentaram resultados promissores para 0s extratos
butandlico e aquoso com inibicdo enzimatica superior a Tacrina, utilizada como

controle positivo.



ABSTRACT

Garcinia brasiliensis, known as “bacupari”, is a tree that belongs to Clusiaceae
family, native from Amazonia and spread in diverse subtropical biomes, which is used
in folk medicine to treat inflammation of the urinary tract and relieve pain. The
phytochemical study of the butanol fraction from the leaves led to the isolation and
identification of four flavonoids: myricetin-3-O-rhamnopyranoside (S1), myricetin-3-O-
glucopyranoside (S2), 4’-methoxy-myricetin-3-O-rhamnopyranoside (S3) and
guercetin-3-O-glucopyranoside (S4), in addition to five megastigmane glycosides,
reported for the first time in the literature for the Garcinia genus: 3-0xo-a-ionol-
glucopyranoside (S5) and two pairs of diastereoisomeric megastigmans,(Z)-4-[3'-
(glucopyranosyloxy)butylidene]-3,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-one (S6 and S7) and
(E)-4-[3'-(glucopyranosyloxy)butylidene]-3,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-one (S8 and
S9). The GC-MS dereplication study of the hexane extract from G. brasiliensis led to
the identification of 18 substances belonging to the class of alcohols, fatty acids,
triterpenes and steroids, highlighting the pentacyclic triterpenes a- and (-amyrin,
ursolic acid and oleanolic acid as major metabolites. The cytotoxicity evaluation using
the MTT assay against human tumor cell lines showed strong cytotoxic potential for
the ethyl acetate and butanol extracts with inhibitory percentage greater than 90%,
despite their low specificity. The human acetylcholinesterase enzyme inhibition assay
showed promising results for the butanol and aqueous extracts, with stronger
inhibititory potential than Tacrine, a commercial drug used as positive control.
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1. INTRODUCAO

1.1 O ESTADO DA ARTE

A historia dos produtos naturais sempre caminhou lado a lado com a do homem, que
buscava alimentos, protecdo e a cura de males e doencas. Os primeiros relatos
documentados sobre o uso de plantas datam de 4000 a.C. com 0s Sumeérios, que
descreviam em tabloides de argila, por exemplo, o uso de mandragora para aliviar a
dor, e alho cru contra disfungGes circulatérias®. As antigas civilizagdes chinesa, indiana
e africanas também dispunham de documentos escritos a respeito da utilizacdo de
produtos de origem natural para a cura de diversas doencas?. Mesmo com esses
conhecimentos etnofarmacologicos documentados por milhares de anos, foi apenas
no século XIX que os grandes avan¢os na area da quimica dos produtos naturais
comegaram tendo como evento marcante o isolamento e caracterizagdo da quinina
pelos pesquisadores franceses Caventou e Pelletier, extraida da casca do tronco da
Cinchona officinalis, que € utilizada até hoje como precursor dos medicamentos
utilizados no tratamento da malaria®. A partir deste marco, muitas outras substancias
derivadas de plantas foram relatadas, assim como suas atividades farmacoldgicas,
por exemplo a papaverina, morfina e codeina (Figura 1), extraidas de Papaver
somniferum e que apresentam atividade anti-hipertensiva para a primeira e anestésica
para as demais, além da efedrina, isolada de Ephedra sinica como antiasmatico, e da
reserpina, isolada de Rauwolfia serpentina, um anti-hipertensivo utilizado na medicina
tradicional Ayurveda no tratamento de picada de cobra3.

A descoberta dos alcaldides da vinca, vinblastina e vincristina, extraidas de
Catharanthus roseus, na década de 1960, bem como do paclitaxel (Figura 1),
conhecido como Taxol®, extraido de Taxus brevifolia, deu forte impulso a busca por
novos agentes antitumorais a partir de fontes naturais. Estas substancias, por
apresentarem boa eficiéncia no tratamento do céncer, também serviram como
precursores para a sintese de compostos analogos mantendo o grupamento
farmacoforico e trazendo modificagdes nos grupos auxoféricos a fim de melhorar suas
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas, assim como tentar diminuir os efeitos
téxicos que a substancia e seus derivados metabolizados podem causar. Este € o

caso do docetaxel e do cabazitaxel, analogos do paclitaxel comercialmente
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disponiveis para o tratamento de cancer3. A area da quimica medicinal vem crescendo
muito e apresenta enorme interesse tanto para pesquisadores quanto as industrias
farmacéuticas. Segundo a revista Forbes, em 2015 o mercado de medicamentos
oncoldgicos alcancou a marca de 100 bilhdes de délares de lucro anual, e a estimativa
é que até 2018 esse valor aumente em 50%%.

A continua busca por novos candidatos a farmacos deve-se a rapida evolucao das
doencas, aparecimento de novas patologias, e ao desenvolvimento de resisténcia aos
tratamentos utilizados atualmente, principalmente no ambiente hospitalar®>®. O
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos pelas bactérias e fungos € ainda
mais preocupante quando se leva em conta o processo de desenvolvimento de um
farmaco a partir de extrato ou molécula isolada de fontes naturais por ser um processo
extremamente rigoroso, demorado e caro, no qual devem ser considerados os efeitos
adversos, interacdes medicamentosas, toxicidade, metabolizacao, dosagem, eficacia,
entre outros parametros, que implicam em um porcentual de sucesso muito baixo,
com poucos medicamentos aprovados a cada ano’. Baseando-se no histérico dos
produtos naturais, eles podem desempenhar um papel fundamental neste desafio, ja
que apresentam elevada quimiodiversidade, fornecendo modelos estruturais
diversificados, muitos dos quais mostram bioatividades importantes para o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
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Figura 1 - Estrutura de produtos naturais utilizados ainda hoje na medicina.
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O estudo dos produtos naturais a partir de plantas € um campo bastante vasto e pouco
explorado ainda hoje. Estima-se que 15% das espécies vegetais foram
sistematicamente investigadas quimicamente e apenas 6% tiveram estudos
farmacoldgicos®. Isso mostra a potencialidade das pesquisas nesta area, sobretudo
levando-se em consideragcao a rica biodiversidade brasileira de plantas superiores,
estimada em 55 mil espécies, que representam aproximadamente 22% do total
mundial®. Diante desta grande diversidade da flora, a etnofarmacologia tem se
mostrado bastante Gtil na selecdo do material vegetal, direcionando o estudo quimico
e farmacoldgico as plantas utilizadas na medicina tradicional. Como exemplo
podemos destacar o estudo da Artemisia annua, uma planta utilizada na medicina
tradicional chinesa por muitos anos para o tratamento de febre, que levou ao
isolamento de uma das substancias hoje utilizadas no tratamento da maléaria, a
artemisinina. A pesquisadora responsavel foi laureada com o prémio Nobel de
medicina em 2015° reafirmando o reconhecimento da importancia dos produtos

17



naturais para o desenvolvimento de agentes terapéuticos e seu impacto na melhoria
das condi¢bes de saude humana.

Além do interesse bioldgico, algumas classes de produtos naturais podem exercer
diferentes papéis na industria, como por exemplo a classe dos flavonoides, utilizadas
na industria farmacéutica, alimenticia, nutracéutica e para alimentacdo animal sendo
aplicada como antioxidante e corante. Segundo a pesquisa realizada pela empresa
Zion Market Research, o mercado de flavonoides em 2015 movimentou ca. de 840
milhdes de ddlares, com previsdes de crescimento para mais de 1 bilhdo de dolares
até o ano de 20211°. Essas previsdes reforcam ainda mais a busca por novas fontes
mais ricas em determinadas classes de substancias que consigam suprir 0

crescimento e demanda do mercado.

1.2 FAMILIA CLUSIACEAE

A familia Clusiaceae possui mais de 1000 espécies localizadas majoritariamente na
regido tropical. Dentre os 40 géneros pertencentes a esta familia, destaca-se a
Garcinia, com mais de 400 espécies de arbustos e arvores que, no Brasil, se
desenvolvem em diversos biomas. Na medicina tradicional, sdo usadas em uma gama
variada de aplicacdes, como no tratamento de inflamacdes, dores reumaticas, Ulceras,
diarreia e também como digestivo. Este género tem se mostrado bastante interessante
e extensivamente estudado tanto no ponto de vista fitoquimico quanto biolégico por
conta de sua rica quimiodiversidade!!. Este género é conhecido pela producédo de
xantonas'?'3, benzofenonas'#'®, lactonas'®, &cidos fendlicos!’, flavonoides!®!® e
biflavonoides?%-?? (Figura 2), que ocorrem frequentemente substituidos com uma ou
mais unidades isoprénicas'®. Diversas atividades biol6gicas foram descritas na
literatura para o0s metabdlitos de Garcinia, como antimicrobiana®3-?,
antiparasitaria®-2’, anti-inflamatoéria®-3°, antilipogénica®!, citotéxica?-36. O extrato dos
frutos de Garcinia cambogia pode ser encontrado facilmente sendo comercializado
nacional e internacionalmente como fitoterapico para emagrecimento.

Garcinia brasiliensis € uma planta originaria da Amazénia conhecida popularmente
como bacupari, poroco e bacuri. E uma arvore de médio porte, copa piramidal e
floresce entre os meses de agosto e setembro®’. Seu fruto é de coloracdo amarela,

com polpa mucilaginosa, branca e comestivel38. Sdo encontrados na literatura estudos
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sobre os metabdlitos presentes nos frutos, destacando-se a presenca de biflavonoides
e benzofenonas preniladas, assim como diversas atividades bioldgicas para extratos
e substancias isoladas, tais como leishmanicida®®?’, antiproteolitica?®,

antioxidante?6:3%40 anti-inflamatéria2®, antimicrobiana®>#! e fotoprotetora*?.

Figura 2 - Metabdlitos secundarios encontrados no género Garcinia: cowaxantona D (1), acido
hidroxicitrico (2), conrauanalactona (3), fukugetina (4) e 7-epiclusianona (5).

OH OH

CiaHag

o} 0

OH 8]

J& para as folhas de G. brasiliensis, os estudos acerca dos constituintes metabdlicos
e bioatividades relacionadas a estes metabdlitos sdo bastante escassos. Santa-
Cecilia et al. relataram as atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva in vivo do
extrato etandlico das folhas de G. brasiliensis em ratos?®. Em outro trabalho, Arwa et
al. apresentaram a atividade redox de biflavonoides em processos de estresse
oxidativo do corpo humano, destacando o potencial quimiopreventivo destas
substancias*3. Em nosso grupo de pesquisa, o estudo fitoquimico das folhas e galhos
pelo Dr. Phanuel Saroni Arwa resultou no isolamento e identificagdo de diversas
substancias como a amentoflavona, podocarpusflavona, fukugetina, procianidina e
seus trimeros e também a benzofenona garcinol das fracdes polares. Ja para 0s
extratos de baixa polaridade, foram identificados por CG-MS o0s esteroides e
triterpenos estigmasterol, -amirinona, B-amirina, taraxerol e lupeol como constituintes

majoritarios??.
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A auséncia de trabalhos mais detalhados principalmente a respeito das folhas de G.
brasiliensis sugere um grande potencial a ser investigado quanto a sua
quimiodiversidade e atividades biologicas. Com o intuito de continuar trabalhos ja
iniciados em nosso grupo de pesquisa e um maior detalhamento quimico desta

espécie, as folhas de G brasiliensis foram selecionadas para estudo neste trabalho.
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6. Conclusodes:

O estudo fitoquimico de Garcinia brasiliensis resultou no isolamento e
identificacdo de 9 substancias da fracdo butandlica: miricetina-3-O-a-ramnosideo
(S1), miricetina-3-O-B-glucopiranosideo (S2), 4’-metoxi-miricetina-3-O-a-
ramnopiranosideo (S3) e quercetina-3-O-B-glucopiranosideo (S4) e cinco Cis-
norisopreno glicosilado da classe das megastigmanas, o 3-0xo-a-ionol-G-
glucopiranosideo (S5), (2)-4-[3’-B-(glucopiranosil)butilideno]-3,5,5-trimetil-2-
cicloexen-1-ona (S6 e S7) e (E)-4-[3’-B-(glucopiranosil)butilideno]-3,5,5-trimetil-2-
cicloexen-1-ona (S8 e S9). Estes norisoprenoides ja foram encontrados em diferentes
espécies do reino vegetal, mas esta sendo descrito pela primeira vez na familia
Clusiaceae. As andlises por técnicas hifenadas indicaram ainda a presenca de
substancias néo identificadas nas fracfes investigadas, sugerindo a necessidade de
estudos adicionais visando sua identificacdo bem como o prosseguimento dos ensaios
para verificacdo da inibicdo enzimética e potencial citotoxico das substancias isoladas
e identificadas.

A utilizacdo de técnicas hifenadas com a finalidade de identificacdo da
composicao do extrato hexanico por desreplicacao se mostrou uma ferramenta rapida,
reprodutivel e ambientalmente mais limpa quando comparada a fitoquimica classica
empregada no extrato butandlico deste presente trabalho. Foram identificadas 18
substancias pertencentes a classe dos alcoois, acidos graxos, terpenos e esteroides,
sendo os triterpenos pentaciclicos a- e - amirina, acido ursolico e acido oleandlico,
0s constituintes majoritarios deste extrato. Apesar da identificacdo destas substancias
pela comparacdo dos espectros de fragmentacdo de massas serem bastante
confiaveis, com indices de similaridade elevados, a utilizacdo dos indices de retencao
como confirmacdo adicional ndo foi satisfatéria pela falta de padronizacdo das
metodologias encontradas na literatura.

Os resultados obtidos das atividades citotoxicas dos extratos de Garcinia
brasiliensis indicaram altas taxas de inibicdo dos extratos acetato de etila e butanol
frente as linhagens celulares de tumor de prostata, colon e glioblastoma humano,

chegando a mais de 90% de inibicdo. Ja para os testes de inibicdo da enzima
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acetilcolinesterase, 0s extratos mais ativos foram o butandlico e aquoso,
apresentando inibicdo enzimética maior do que a Tacrina, utilizada como controle
positivo. Apesar destes dados serem bastante promissores, eles ainda sao
inconclusivos, ja que nédo foi possivel atribuir a atividade observada a um agente
farmacoldgico especifico ou se esses resultados sdo oriundos da agéo sinérgica das
substéancias presentes nas fragbes analisadas.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para melhor compreenséo da
fitoquimica da espécie Garcinia brasiliensis assim como justifica o interesse no
aprofundamento da investigacdo quimica e farmacoldgica acerca desta planta, que
apresentou potencial destacado em relacdo a quimiodiversidade e bioatividade, e,
portanto, contribuicdo significativa para aumento de valor agregado de produtos

oriundos da biodiversidade vegetal brasileira.
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