
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE FARMÁCIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolamento de achyrobichalcona e 3-O-metilquercetina a partir de 

inflorescências de Achyrocline satureioides utilizando cromatografia em 

contracorrente de alta performance (HPCCC) e avaliação do potencial 

citotóxico in vitro em linhagem de câncer de mama MDA-MB-231 

 

 

 

 

 

 

SARA ELIS BIANCHI 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre, janeiro de 2018 



 

 

 

 

  



 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE FARMÁCIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolamento de achyrobichalcona e 3-O-metilquercetina a partir de 

inflorescências de Achyrocline satureioides utilizando cromatografia em 

contracorrente de alta performance (HPCCC) e avaliação do potencial 

citotóxico in vitro em linhagem de câncer de mama MDA-MB-231 

 

 

 

 

Tese apresentada por Sara Elis Bianchi 
para obtenção do TÍTULO DE DOUTORA 
em Ciências Farmacêuticas. 

 

 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Valquiria Linck Bassani 

Coorientador: Prof. Dr. Fabio Klamt 

 

 

 

Porto Alegre, janeiro de 2018



 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, em 

nível de Doutorado Acadêmico da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul e aprovada em 05.01.2018, pela Banca Examinadora 

constituída por:  

  

Profa. Dr. Eloir Paulo Schenkel  

Universidade Federal de Santa Catarina 

  

Prof. Dr. Alex Sander da Rosa Araujo 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

  

Profa. Dra. Sílvia Staniscuaski Guterres 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido no 

Laboratório de Desenvolvimento Galênico, no 

Centro de Desenvolvimento Tecnológico e 

Farmacêutico (CDTF), na Central Analítica da 

Faculdade de Farmácia da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul e, durante o doutorado 

sanduíche no Laboratory of Applied 

Biochemistry, no departamento Office of 

Biotechnology Research, na instituição Food and 

Drug Administration nos Estados Unidos, com 

apoio financeiro da CAPES, FAPERGS e CNPq. 

A aluna cursou doutorado no Programa de Pós-

Graduação em Ciências Farmacêuticas e 

recebeu bolsa de estudos da CAPES. 



 

 

 

 

  



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedido este trabalho aos meus pais,  

Alzira M. Sandrin Bianchi e Clair Ernesto Bianchi 

Fontes eternas de inspiração e força. 

 

“Lógica e racionalidade não guiam o coração 

humano, embora possam explicar suas paixões.” 

Immanuel Kant 



 

 

 

 

 
 
  



 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço à minha orientadora, professora Valquiria Linck Bassani, pela oportunidade, 

orientação, dedicação e amizade durante os 6 anos de convivência. Por toda a 

paciência, ensinamentos que propiciaram meu desenvolvimento intelectual e pessoal 

e por compreender que a verdadeira orientação não se resume apenas em cobrar 

resultados, e sim desenvolver o aluno para os novos desafios que surgirão. Pela 

tranquilidade e confiança em mim depositada mesmo nos momentos difíceis e por 

todos os conselhos e ensinamentos. À minha eterna orientadora, o meu eterno 

obrigada de coração. 

Agradeço ao meu coorientador Fabio Klamt do Departamento de Bioquímica desta 

universidade pela colaboração e ajuda na avaliação do potencial citotóxico em 

linhagens de células tumorais. Fico imensamente grata pelo auxílio e apoio sempre 

que necessitei.  

Aos meus pais, Clair e Alzira, pelas inúmeras ligações, pelo constante incentivo, amor 

e apoio em todos os momentos. Em especial, por nunca me deixarem desistir, mesmo 

quando achei que não conseguiria e pelo amor incondicional que sempre tiveram por 

mim. Ao meu irmão Artur pelo realismo, parceria e amizade. Amo você de coração, 

pela a força e por sempre acreditar em minha capacidade. 

Aos professores Letícia Koester, Helder Teixeira, George Ortega e Pedro Petrovick 

pelos ensinamentos e amizade.  

Às minhas tias, Gelvazia e Carmen, pelas visitas, pelos momentos em família e pela 

alegria que sempre traziam. 

A todos os meus colegas, amigos e parceiros do Laboratório de Desenvolvimento 

Galênico, em especial Cristiane, Débora, Juliana Carini, Samuel, Giovanni, Rose, 

Tainá, Kleyton, Luana, Lucélia, Mariana, Bruna, Simony sem os quais a realização 

dessa tese teria sido bem mais difícil. A grande amizade das especiais Letícia, Nessa, 

Duda e Marina que enfrentaram os piores e melhores momentos comigo, pela grata 

convivência diária que certamente vai deixar saudades e boas recordações. 

À Cláudia e à Bárbara, mais que amigas, irmãs e confidentes de todos os momentos. 

À Andréia, uma das melhores coisas que me aconteceram durante a graduação, uma 

grande parceira, divertida, amiga e conselheira. 

A todos que de alguma maneira colaboraram, torceram ou incentivaram o meu 

crescimento durante estes dois anos. 



 

 

 

 

  



 

 

 

 

RESUMO 

 

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae, conhecida popularmente como 

marcela, é uma espécie vegetal estudada sob os mais diversos aspectos, químico, 

tecnológico e farmacológico, sendo muitas de suas propriedades atribuídas aos 

constituintes fenólicos presentes na planta. As investigações sobre a composição 

química de extratos hidroetanólicos das inflorescências de Achyrocline satureioides 

demonstrou a presença dos flavonoides quercetina (QCT), luteolina (LUT) e 3-O-

metilquercetina (3OMQ), os quais são metabólitos secundários frequentemente 

relacionados às atividades biológicas. Além desses flavonoides, a achyrobichalcona 

(ACB) uma bichalcona de estrutura química e ocorrência inéditas foi recentemente 

identificada na espécie. O primeiro capítulo da tese se refere ao estudo de revisão 

utilizando metodologias bibliométricas, sobre as produções científicas e tecnológicas 

referidas na base de dados do Web of Science do Institute for Scientific Information 

(ISI), pertencente a Thompson-ReutersTM Company envolvendo chalconas para o 

tratamento do câncer/tumores. O objetivo do estudo foi mapear as publicações 

científicas e tecnológicas na última década, de 2006 a 2016. As palavras-chave 

utilizadas foram: chalcona seguida pelo símbolo (*), câncer e tumor. 

Independentemente da origem destas chalconas, observou-se oportunidades para o 

desenvolvimento de produtos visando sua vetorização em alvos biológicos para o 

tratamento do câncer. A etapa seguinte se caracterizou pela obtenção simultânea de 

frações e substâncias isoladas, bem como a identificação de novos constituintes 

fenólicos de inflorescências de Achyrocline satureioides. Com o intuito de obter 

elevadas concentrações destas substâncias com o mínimo de interferentes possível, 

foram realizadas extrações sucessivas com soxhlet (com os solventes hexano, 

acetato de etila e metanol), seguido por etapas de isolamento e purificação utilizando 

técnica de cromatografia em contracorrente de alta performance (HPCCC). Esta 

segunda parte do trabalho foi realizado em duas etapas: 1) obtenção de duas frações 

enriquecidas por meio do fracionamento do extrato; e 2) isolamento de ACB e 3OMQ 

a partir destas frações enriquecidas. A análise da fração 1 (F1) revelou a presença de 

outros flavonoides-agliconas que foram analisados por cromatografia líquida de ultra 

eficiência acoplada a detector de espectrometria de massa quadrupolo de alta 

definição (UPLC-QTOF/HDMS) e de ressonância magnética nuclear (RMN). Os 

constituintes foram identificados como canferol, isocanferol, 3,3’-di-O-metilquercetina, 



 

 

 

 

sendo a presença dos dois últimos relatada pela primeira vez em inflorescências da 

Achyrocline satureioides. A ACB e 3OMQ foram obtidas com alto grau de pureza e 

bom rendimento, a partir da F1 e F2, respectivamente, utilizando colunas semi-

preparativa e analítica de HPCCC. Como resultado, obteve-se ACB e 3OMQ com alta 

pureza, respectivamente, 98% e 97% (p/p) e excelente rendimento a partir de extrato 

seco bruto obtido por sohxlet (69% e 65%, respectivamente), tornando estas 

substâncias adequadas para uso em estudos de atividade biológica. A etapa seguinte 

objetivou avaliar comparativamente as propriedades citotóxicas apresentadas pelos 

isolados, ACB e 3OMQ. Primeiramente, foi avaliado o efeito citotóxico das moléculas 

isoladas, ACB e 3OMQ, frente a uma linhagem celular de câncer de mama MDA-MB-

231 e comparada à linhagem celular epitelial primária não transformada MCF-12A. Os 

resultados demonstraram que a ACB apresentou efeito citotóxico (GI50 16,68 µM) em 

relação à linhagem celular MDA-MB-231, com índice de seletividade superior a 2, 

quando comparado à linhagem MCF-12A. A 3OMQ também apresentou efeito 

citotóxico (GI50 43,69 µM) sobre o MDA-MB-231; no entanto, o índice de seletividade 

foi inferior a 2. Subsequentemente, analisou-se a ativação de caspases nas células 

MDA-MB-231 por citometria de imagem celular e Western Blot. ACB e 3OMQ não 

ativaram a caspase-8 (mecanismo extrínseco), mas foram capazes de ativar a 

caspase-3, caspase-7 e caspase-9. Os resultados sugerem que a apoptose na 

linhagem celular MDA-MB-231 foi induzida por meio de mecanismo intrínseco 

dependente de caspases. O conjunto de informações obtidas, somadas a maior 

seletividade demonstram que a ACB é um potente candidato a agente anticâncer. 

 

Palavras-chaves: Achyrocline satureioides, Achyrobichalcona, 3-O-Metilquercetina, 

Isolamento, Cromatografia em Contracorrente de Alta Performance, Anticâncer, 

Antitumoral. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Achyrobichalcona and 3-O-methylquercetin isolation from Achyrocline 

satureioides inflorescences using high-performance countercurrent 

chromatography (HPCCC) and evaluation of in vitro cytotoxic potential in MDA-

MB-231 breast cancer 

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae, popularly known as marcela, 

is a plant that has been widely studied in chemical, technological and pharmacological 

aspects, and became well known for its properties attributed to the phenolic 

constituents present in the species. The investigations on the chemical composition of 

hydroethanolic extracts of Achyrocline satureioides inflorescences have demonstrated 

the presence of flavonoids quercetin (QCT), luteolin (LUT) and 3-O-methylquercetin 

(3OMQ), secondary metabolites often correlated with biological activities. In addition 

to these flavonoids, the achyrobichalcone (ACB) a bichalcone with chemical structure 

and occurrence unprecedented was recently identified in the species. The first chapter 

of the thesis refers to a review study using bibliometric methodologies on the scientific 

and technological productions referred in the Web of Science database of the Institute 

for Scientific Information (ISI) belonging to Thompson-ReutersTM Company involving 

chalcones for the cancer/tumors treatment. The aim of the study was to map the 

scientific and technological publications in the last decade, from 2006 to 2016. The 

keywords used were: chalcone followed by the symbol (*), cancer and tumor. 

Regardless of the origin of these chalcones, there were opportunities for the 

development of products intended for vectorization in biological targets for cancer 

treatment. The next stage was characterized by the simultaneous obtaining of fractions 

and isolated substances, as well as the identification of new phenolic constituents of 

Achyrocline satureioides inflorescences. In order to obtain high concentrations of these 

substances with as little interfering compounds as possible, successive extractions 

using soxhlet (with hexane, ethyl acetate and methanol solvents) were carried out 

followed by isolation and purification steps using high performance countercurrent 

chromatography (HPCCC). This second part of the work was carried out in two steps: 

1) obtaining two enriched fractions through extract fractionation; and 2) isolation of 

ACB and 3OMQ from these enriched fractions. The analysis of fraction 1 (F1) revealed 

the presence of other flavonoids-aglycones that were analyzed by ultra-high 

performance liquid chromatography coupled to high definition quadrupole mass 



 

 

 

 

spectrometry detector (UPLC-QTOF/HDMS) and nuclear magnetic resonance (NMR). 

The constituents were identified as kaempferol, isokaempferide, 3,3'-di-O-

methylquercetin. The presence of the last two were reported for the first time in 

Achyrocline satureioides inflorescences. ACB and 3OMQ were obtained with high 

purity and good yield, from F1 and F2, respectively, using HPCCC semi-preparative 

and analytical columns. As result, ACB and 3OMQ were obtained with high purity, 

respectively, 98% and 97% (w/w) and excellent yield from dry extract obtained by 

sohxlet (69% and 65% respectively), make them available for biological studies. The 

next step was to evaluate the cytotoxic properties of the isolates, ACB and 3OMQ 

comparatively. First, the cytotoxic effect of the isolated molecules, ACB and 3OMQ, 

were evaluated against a MDA-MB-231 breast cancer cell line and compared to an 

MCF-12A non-transformed primary epithelial cell line. The results showed that the ACB 

presented a cytotoxic effect (GI50 16.68 μM) on MDA-MB-231 cell line, with a selectivity 

index higher than 2 when compared to the MCF-12A. 3OMQ also had a cytotoxic effect 

(GI50 43.69 μM) on MDA-MB-231, however, the selectivity index was less than 2. 

Subsequently, the activation of caspases in MDA-MB-231 cells were analyzed by cell 

imaging and Western blot analysis. ACB and 3OMQ did not activate caspase-8 

(extrinsic mechanism) but were able to activate caspase-3, caspase-7 and caspase-9. 

The results suggest that apoptosis in the MDA-MB-231 cell line was induced by 

caspase-dependent intrinsic mechanism. The set of information obtained, added to the 

greater selectivity demonstrate that ACB is a potent candidate as anticancer agent. 

 

Keywords: Achyrocline satureioides, Achyrobichalcone, 3-O-methylquercetin, 

Isolation, High Performance Countercurrent Chromatography, Anticancer, Antitumor. 
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31 

 

As plantas possuem grande variedade de metabólitos secundários que são 

responsáveis por diversos efeitos de interesse terapêutico, sendo potenciais 

para o desenvolvimento de novos fármacos e medicamentos (HARVEY, 2000; 

CARPINELLA et al., 2011; TIAN-YE et al., 2011; FLAMM et al., 2012). Neste 

contexto situa-se Achyrocline satureioides (Lam.) DC, espécie pertencente à 

família Asteraceae nativa do Sul da América e conhecida como “marcela” ou 

“macela” (SABINI et al., 2012). Diversas propriedades medicinais são atribuídas 

a esta planta, como antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, sedativa, 

hepatoprotetora, imunomoduladora, antitumoral e fotoprotetora (SIMÕES et al., 

1988; HNATYSZYN et al., 2004; POLYDORO et al, 2004; DE SOUZA et al., 

2007; SABINI et al., 2012; RETTA et al., 2012). 

Dentre os metabólitos secundários presentes em Achyrocline satureioides 

se destacam os flavonoides quercetina (QCT), luteolina (LUT) e 3-O-

metilquercetina (3OMQ) (SIMÕES et al., 1988; RETTA et al., 2012; CARINI et al, 

2014). Em 2010, HOLZSCHUH e colaboradores isolaram da espécie uma 

bichalcona, denominada achyrobichalcona (ACB). Cinco anos mais tarde, 

CARINI e colaboradores conseguiram isolar esta bichalcona utilizando 

cromatografia em contracorrente de alta velocidade, seguida de outras etapas 

de purificação, obtendo a substância com pureza de 90% (CARINI et al., 2015). 

A ACB, em especial, apresenta uma estrutura química inédita e ocorrência sem 

precedentes (Figura 1).  

 

Figura 1. Principais flavonoides-agliconas e bichalcona presentes em 
inflorescências de Achyrocline satureioides.  
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A 3OMQ (3’,4’,5,7-tetraidróxi-3-metoxiflavona) é um metoxiflavonoide que 

representa o flavonoide majoritário presente na espécie cultivada pelo Centro de 

Pesquisas Agronômicas da Universidade de Campinas (CPQBA-UNICAMP). 

Este flavonoide difere estruturalmente da QCT pela presença de um grupamento 

metoxilado no carbono 3 (SCHWINGEL et al., 2008). A conformação molecular 

e polaridade atribuída a esta O-metilação recebe destaque quanto às atividades 

antivirais e anticâncer apresentadas pela 3OMQ (VANDEN BERGHE et al., 

1993; RUBIO et al., 2006; CARINI et al., 2014). Outros potenciais terapêuticos 

atribuídos a este flavonoide são: atividades anti-inflamatórias, antioxidantes, 

neuroprotetoras, broncodilatadoras, vasodilatadoras, anti-nociceptivas e 

imunomoduladoras (DOK-GO et al., 2003; HNATYSZYN et al., 2004; KO et al., 

2004; SADHU et al., 2006; KÜPELI e YESILADA, 2007).  

Biologicamente, as chalconas são precursoras imediatas da rota 

biossintética de flavonoides (MURAKAMI et al., 1992) e são estudadas em 

virtude de suas inúmeras propriedades biológicas, dentre elas, atividades 

antifúngica, anti-hipertensiva, antimicrobiana, antiviral, anti-malária, anti-

inflamatória e anticâncer (MOJZIS et al., 2008; ORLIKOVA et al., 2011). De 

maneira geral, a estrutura básica das chalconas é a 1,3-difenil-2-propen-1-ona, 

ou seja, dois anéis aromáticos (A e B) contendo uma cetona α,β-insaturados 

como espaçador. São moléculas não-quirais e ocorrem preferencialmente na 

forma de agliconas (SIMOKORIYAMA, 1991).  

As chalconas são conhecidas por conferirem coloração amarela às pétalas 

de flores de algumas famílias vegetais, como Asteraceae. Nas plantas, são 

convertidas em suas correspondentes flavanonas por uma reação 

estereoespecífica catalizada pela enzima chalcona isomerase. A relação 

estrutural e biogenética existente entre chalconas e flavanonas explica porque 

elas frequentemente co-ocorrem em produtos naturais (ANDERESEN e 

MARKHAM, 2006). As propriedades biológicas descritas para as chalconas 

incluem propriedades anticâncer, antibióticas, antifúngicas, anti-inflamatórias, 

antimaláricas (HAMEED, 2006; HIJOVA, 2006; KATSORI e HADJIPAVLOU-

LITINA, 2011; SAHU et al., 2012).  

A ACB (4,2’,4’’,2’’’-tetraidróxi-6’,6’’’-dimetóxi-4’-O-4’’’-bichalcona) é uma 

bichalcona de estrutura semicristalina, coloração amarela intensa e ponto de 
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fusão de cerca de 141 °C (CARINI et al., 2015). A estrutura monomérica (4,2’,4’-

triidróxi-6’-metóxi chalcona) dessa chalcona já havia sido descrita para 

inflorescências de Achyrocline flaccida (NORBEDO et al., 1982) e a estrutura 

monomérica glicosilada em outras plantas, como Helichrysum calliconum e 

Gnaphalium multiceps, integrantes da família Ateraceae (MARUYAMA et al., 

1974; BOHLMANN e ABRAHAM, 1979).  

A literatura destaca algumas chalconas naturais e sintéticas com 

pronunciada atividade citotóxica in vitro frente a linhagens de células tumorais 

de mama (CHAUHAN et al., 2014; JANDIAL et al., 2017) e in vivo frente a modelo 

de câncer de mama murino 4T1 modificado (ABU et al., 2015). De maneira geral, 

os biflavonoides vem demonstrando diversas atividades biológicas, dentre elas, 

promissoras propriedades antitumor (SUZART et al., 2007; PRADHAN et al., 

2009). O subgrupo das bichalconas, por sua vez, tanto de origem natural quanto 

sintética apresentaram efeito citotóxico em várias linhagens celulares de câncer. 

As rhuschalconas I-VI (Figura 2), bichalconas isoladas da planta Rhus pyroides, 

foram estudadas frente à linhagens celulares de adenocarcinoma colorretal (HT-

29, HCT-116, Colo-205, HCT-15, KM-12 e SW-620) (MASESANE et al., 2000). 

Dentre elas, a rhuschalcona VI foi notoriamente a substância mais potente se 

destacando pela atividade anticâncer em outras linhagens de cancer de 

melanoma SK-MEL-5, SK-MEL-28 e UACC-62 (LC50% = 4,8, 4,6 e 4,6 µg/mL, 

respectivamente) (MDEE et al., 2003). A luxenchalcona, uma bichalcona isolada 

de Luxemburgia octandra, também apresentou atividade anticâncer frente à 

várias linhagens celulares de câncer de pulmão (NCI-H460), renal (RXF-393), 

mama (MCF-7), ovariano (OVCAR-3), colorretal (HT-29) (CARVALHO et al., 

2004; DANIEL et al., 2007). Estes resultados promissores demonstram o 

interesse em explorar as chalconas como moléculas bioativas com potencial 

atividade anticâncer. 

Neste contexto, o conjunto de estudos preliminares sobre a atividade 

biológica de chalconas e metoxi-flavonoides evidenciam o interesse do 

isolamento da ACB e 3OMQ a partir de inflorescências de Achyrocline 

satureioides com vistas no aprofundamento das investigações de suas 

atividades biológicas.  ACB, por tratar-se de estrutura química inédita e 3OMQ, 

pelo fato de ser disponível para aquisição no mercado, mas de alto custo quando 

de alta pureza. Muito embora a 3OMQ se constitua o componente majoritário 
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entre os flavonoides-agliconas, seu isolamento dos demais constituintes 

flavonoídicos e sua purificação tem representado, até o presente, um grande 

desafio devido à semelhança de sua estrutura química e propriedades físicas e 

físico-químicas com outras agliconas flavonoídicas como a QCT e LUT presentes 

na planta (HOLZSCHUH, 2010). 

 

 

Figura 2. Estrutura química de bichalconas naturais (MASESANE et al., 2000; 
MDEE et al., 2003; CARVALHO et al., 2004; DANIEL et al., 2007). 
 

Em suma, o isolamento destas substâncias com pureza e alto rendimento 

tem se constituído uma tarefa difícil envolvendo diversas etapas. Frente a estas 

dificuldades, a cromatografia em contracorrente (CCC) é uma técnica que tem 

se destacado devido à rápida e eficiente partição das substâncias de interesse 

no sistema de solventes empregado e ao reduzido tempo de separação. A 

técnica consiste na partição líquido-líquido de um soluto entre duas fases 

imiscíveis contidas numa coluna capilar. A fase estacionária é retida pela força 

gravitacional e pela força centrífuga, sem a utilização de matriz porosa adsortiva, 

enquanto a fase móvel passa pela fase estacionária. A distribuição do soluto no 

sistema bifásico de solventes é determinada pelo coeficiente de partição entre 

as duas fases imiscíveis (SUTHERLAND, 2007). A CCC vem sendo amplamente 

utilizada para isolamento em escala preparativa, o que possibilita obter 
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moléculas em maior escala de maneira altamente preditiva, reprodutível, 

econômica, versátil e rápida (DUO-LONG et al., 2011).  

A nova geração de instrumentos de CCC (Figura 3), os chamados 

instrumentos de cromatografia de contracorrente de alta performance (do inglês 

High Performance Countercurrent Chromatography - HPCCC), levaram ao 

renascimento da cromatografia líquido/líquido no século XXI. Esses instrumentos 

variam desde a escala analítica até preparativa (utilização de quilos de material 

vegetal, por exemplo), permitindo o aumento do desempenho, reduzindo 

significativamente os tempos de purificação para minutos (PULJULA & 

TURHANEN, 2017). 

 

 

Figura 3. Movimento rotacional do equipamento HPCCC (Adaptado de 
PULJULA & TURHANEN, 2017). 

 

O potencial antitumoral do extrato hidroetanólico de Achyrocline 

satureioides e de seus flavonoides isolados QCT, LUT, 3OMQ e ACB frente à 

linhagem humana de câncer de pulmão de não-pequenas células (A549) foi 

recentemente relatado por CARINI (2013). Os dois constituintes que 
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apresentaram maior atividade foram 3OMQ e ACB. Esta atividade tem sido 

também atribuída a outras bichalconas bioativas (MDEE et al., 2003). Tais 

resultados preliminares motivaram a avaliação da atividade do flavonoide mais 

ativo e abundante nas inflorescências (3OMQ) e da ACB frente a outra linhagem 

celular de câncer, no presente trabalho, bem como avaliar o efeito citotóxico em 

células normais. 

O câncer de mama é o câncer mais comum em mulheres em todo o mundo. 

Cerca de 1,7 milhões de novos casos foram diagnosticados em 2012, 

representando cerca de 12% de todos os novos casos de câncer e 25% de 

câncer em mulheres. Com a passagem dos anos, tornou-se a quinta causa mais 

comum de morte nas mulheres devido à sua alta agressividade (SIEGEL et al., 

2014). No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), é o tipo de 

câncer mais comum entre as mulheres, depois do câncer de pele não melanoma, 

respondendo por cerca de 28% dos casos novos a cada ano. O câncer de mama 

também acomete homens, porém é raro, representando apenas 1% do total de 

casos da doença (INCA, 2017). Em geral, os cânceres de mama triplo-negativos, 

que são aqueles que não exibem expressão de receptores de progesterona, 

estrogênio e de fator de crescimento epidérmico humano representam 15% dos 

casos de câncer de mama (HUDIS; GIANNI, 2011; ANDERS; ZAGAR; CAREY, 

2013). Um dos cânceres de mama que apresenta essa característica triplo 

negativa é a linhagem celular humana de câncer de mama MDA-MB-231, que 

está correlacionada com inúmeros casos de metástases em mulheres, 

resultando em prognóstico desfavorável (GRIFFITHS; OLIN, 2012). 

Frequentemente, o câncer de mama tem a capacidade de desenvolver 

resistência às terapias farmacológicas existentes (HOUSMAN et al., 2014). 

Portanto, a crescente prevalência desses cânceres resistentes a fármacos 

demonstra a necessidade de pesquisa com o intuito de encontrar novos agentes 

terapêuticos. Este problema é agravado pela resistência desenvolvida pela 

maioria dos pacientes aos medicamentos quimioterápicos disponíveis e pela alta 

possibilidade de metástase, reduzindo drasticamente as chances de 

sobrevivência desses indivíduos (NEWMAN; CRAGG, 2016). Assim, a busca de 

novas moléculas com boa atividade anticancerígena é constante, para seu uso 

isoladamente ou como um adjuvante para o tratamento de células resistentes a 
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quimioterápicos convencionais, através de mecanismos diferenciados 

(HOUSMAN et al., 2014).  

Os produtos naturais têm desempenhado um papel importante como fonte 

potencial de terapias anticâncer principalmente por causa de sua diversidade 

química. Sabe-se também que cerca de 50% dos quimioterápicos utilizados para 

o tratamento do câncer são provenientes, direta ou indiretamente, de fontes 

naturais, como plantas, microrganismos e organismos marinhos, evidenciando a 

importância dos estudos com produtos naturais (DIAS; URBAN; ROESSNER, 

2012). Neste panorama, o presente trabalho visa avançar na investigação da 

atividade anticâncer de duas substâncias presentes em inflorescências de 

Achyrocline satureioides: ACB e 3OMQ, especialmente, a atividade frente a 

linhagens celulares de câncer de mama.  
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Objetivo Geral 
 

Desenvolver uma metodologia de cromatografia contracorrente de alta 

performance para o isolamento da achyrobichalcona e da 3-O-metilquercetina 

com alta pureza e rendimento a partir de inflorescências de Achyrocline 

satureioides e avaliação do potencial citotóxico in vitro em linhagem celular de 

câncer de mama MDA-MB-231. 

 

Objetivos específicos  

 

  Realizar análise bibliométrica relativa à investigação da atividade 

anticâncer/antitumoral de chalconas; 

  Otimizar a extração de flavanoides-agliconas e da bichalcona a partir das 

inflorescências de Achyrocline satureioides utilizando extrator do tipo soxhlet; 

  Obter frações enriquecidas contendo flavanoides-agliconas e bichalcona 

por meio da metodologia de cromatografia contracorrente de alta performance; 

  Isolar e purificar a achyrobichalcona e a 3-O-metilquercetina por 

cromatografia em contracorrente de alta performance com elevado grau de 

pureza e bom rendimento;  

  Identificar outros constituintes presentes na fração enriquecida contendo 

a bichalcona; 

  Investigar e comparar a atividade citotóxica in vitro para achyrobichalcona 

e 3-O-metilquercetina frente à linhagem de câncer de mama MDA-MB-231; 

  Avaliar comparativamente, in vitro, o perfil citotóxico da achyrobichalcona 

e 3-O-metilquercetina sobre a linhagem de câncer de mama (MDA-MB-231) e 

sobre a linhagem celular epitelial normal (MCF-12A); 

  Avaliar o índice de seletividade destas moléculas; 

  Identificar os principais mecanismos moleculares envolvidos na atividade 

citotóxica. 
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Scientific and technological potential of chalcones in anticancer activities between 

2006 to 2016: a bibliometric analysis 
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O capítulo I deste trabalho é um artigo científico que se dedicou à análise 

bibliométrica acerca da atividade anticâncer e antitumoral de chalconas naturais e 

sintéticas. Na tentativa de entender o papel das chalconas nestas atividades foi realizado 

um estudo das produções científicas e tecnológicas referidas. Desta maneira, uma 

perspectiva global da utilização destas moléculas e os principais alvos terapêuticos 

descritos para esta atividade foi possível. A análise bibliométrica foi realizada utilizando a 

base de dados do Web of Science do Institute for Scientific Information (ISI), pertencente a 

Thompson-ReutersTM Company.  
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O texto completo do Capítulo I, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

de páginas compreendido entre as páginas 45 – 86, foi suprimido por tratar-se de 

manuscrito em preparação para publicação em periódico científico.  
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Isolation and purification of compounds from Achyrocline satureioides (Lam) 

D.C. by an improved high-performance counter-current chromatography method 
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O capítulo II descreve a etapa inicial do trabalho que teve como foco o 

isolamento da ACB e da 3OMQ a partir das inflorescências de Achyrocline 

satureioides. No presente trabalho o método estudou aspectos adicionais como o 

tempo de extração, bem como o teor de ACB. Na sequência, a metodologia de 

isolamento e purificação da ACB e da 3OMQ envolvendo apenas HPCCC foi descrita 

pela primeira vez neste trabalho, mostrando-se eficiente por resultar em produtos com 

elevado grau de pureza, além de propiciar um elevado rendimento, considerando que 

apenas dois ciclos de separação são envolvidos, rápido fracionamento e reduzido 

consumo de solventes orgânicos durante as análises, sendo estes recuperáveis.  

 

  



 

 

91 

 

O texto completo do Capítulo II, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 89 – 126, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico.  
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No capítulo III deste trabalho foi realizada a avaliação da citotoxicidade da ACB 

e da 3OMQ in vitro em linhagem celular de câncer de mama (MDA-MB-231) e dos 

mecanismos de apoptose envolvidos. Os resultados foram comparados com os 

obtidos com linhagem celular epitelial normal de mama e foram redigidos no formato 

de manuscrito a ser submetido à publicação.  
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O texto completo do Capítulo III, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 129 – 168, foi suprimido por 

tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico.  
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A espécie Achyrocline satureioides (Lam.) D.C., Asteraceae, popularmente 

conhecida como “marcela” ou “macela” é uma planta bastante utilizada na medicina 

popular no Rio Grande do Sul, em infusos digestivos, antiespasmódicos, carminativos, 

antiinflamatórios, e na redução das taxas sanguíneas de colesterol (SIMÕES et al., 

1998; DE SOUZA et al., 2007; MORESCO et al., 2017). Diversas atividades biológicas 

são descritas para a espécie (RETTA et al., 2012); no entanto, o presente trabalho 

focou apenas as atividades anticâncer e antitumorais. Recentemente, CARINI e 

colaboradores (2014), publicaram artigo de revisão comparando os relatos de 

atividade anticâncer dos flavonoides-aglicnoas majoritários presentes nas 

inflorescências, QCT, LUT e 3OMQ.  

3OMQ e a ACB são compostos encontrados nas inflorescências de Achyrocline 

satureioides com atividades anticâncer/antitumorais promissoras. ACB, em especial, 

é uma substância de estrutura química bastante diferenciada, pertencente a um 

restrito grupo de moléculas de origem natural, denominado bichalconas. Nosso grupo 

de pesquisa isolou pela primeira vez a ACB (HOLZSCHUH et al., 2010) e também 

desenvolveu um método para obter esta molécula por cromatografia contra corrente 

de alta velocidade em escala analítica e semi-preparativa (HSCCC), seguido de 

etapas de purificação e cristalização (CARINI et al., 2015). No entanto, o isolamento, 

que resultava na ACB 90% de pureza, envolvia várias etapas de purificação (CARINI 

et al., 2015) posterior à separação por HSCCC, tais como cromatografia em camada 

delgada e recristalização. Sendo assim, a realização do presente trabalho teve como 

objetivo o aprimoramento do isolamento da ACB e purificação em escala semi-

preparativa por cromatografia contracorrente de alta performance (HPCCC) com o 

intuito de alcançar um elevado grau de pureza desta molécula (superior a 98%) em 

um rápido processo.  

Concomitantemente, avaliou-se a possibilidade de isolar por HPCCC a 3OMQ, 

flavonoide-aglicona majoritário na espécie cultivada em estudo, o qual embora 

disponível para aquisição no mercado apresenta alto custo, quando em alta pureza. 

Para esta aglicona tem sido relatados pronunciados efeitos biológicas (DOK-GO et al., 

2003; HNATYSZYN et al., 2004; KO et al., 2004; SADHU et al., 2006; KÜPELI e 

YESILADA, 2007).  

No que tange à atividade anticâncer, CARINI (2013), observou efeitos citotóxicos 

da 3OMQ e ACB in vitro em linhagens de câncer pulmão de não pequenas células, 
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A549 e sobre a linhagem EKVX (mais agressivas). No entanto,  a autora não testou a 

seletividade destas moléculas frente à células normais.  

Assim, a confluência dos aspectos supracitados resultou na motivação do 

presente trabalho, de investigação da atividade anticâncer da 3OMQ e ACB, isoladas 

por HPCCC a partir de inflorescências de Achyrocline satureioides, sobre linhagem de 

câncer de mama MDA-MB-231 comparando com a suas atividades sobre a linhagem 

de câncer de mama MDA-MB-231 e determinando o índice de seletividade destas 

moléculas. Além destes aspectos a identificação dos principais mecanismos 

moleculares envolvidos na atividade citotóxica foram alvo investigados para a ACB. 

O capítulo I dedicou-se à análise bibliométrica acerca da atividade anticâncer e 

antitumoral de chalconas naturais e sintéticas. Na tentativa de entender o papel das 

chalconas nestas atividades foi realizado um estudo das produções científicas e 

tecnológicas referidas. Desta maneira, uma perspectiva global da utilização destas 

moléculas e os principais alvos terapêuticos descritos para esta atividade foi possível. 

A análise bibliométrica foi realizada utilizando a base de dados do Web of Science do 

Institute for Scientific Information (ISI), pertencente a Thompson-ReutersTM Company. 

O mapeamento dessas produções na última década (de 2006 a 2016) utilizando as 

palavras-chave chalcona seguida pelo símbolo (*), câncer e tumor demonstrou um 

crescente número publicações científicas principalmente a partir de 2010. No entanto, 

a partir de 2007 já se observa interesse na proteção do desenvolvimento tecnológico 

por meio do depósito de patentes. Prova disto é o crescente número de revisões 

publicadas em periódicos acerca da atividades biológicas das chalconas, 

principalmente quanto aos potenciais farmacológicos antimalariais, anti-inflamatórias, 

anti-infecciosas e anticâncer (SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2013; SINGH et al., 2014; 

MATOS et al., 2015; SHDEBARSCHI et al., 2015).   

A fim de avaliar as produções científicas, os documentos foram analisados 

quanto ao número de publicações, citações e índice-H. Os dados resultantes da 

pesquisa permitiram observar um número bastante expressivo de trabalhos descritos 

na literatura, visando avaliar propriedades anticâncer e antitumorais das chalconas, 

evidenciando a maciça participação deste grupo de metabólitos secundários em 

processos de inibição de crescimento de células cancerígenas. O manuscrito se 

mostrou de extrema relevância uma vez que esclareceu os principais alvos 

terapêuticos já descritos para a atividade antitumoral e anticâncer das chalconas, tais 

como o fator de ligação nuclear da região da cadeia kB de imunoglobulinas das células 
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B (NF-kB), a via de p53, a polimerização da tubulina, ativação de caspases, receptores 

de morte e das mitocôndrias que participam das vias de apoptose, ciclo celular, dentre 

outros. Exemplo disso foi o efeito citotóxico apresentado pela chalcona 1,3-difenil-2-

propen-1-ona (núcleo fundamental das chalconas) que inibiu a proliferação em 

linhagem celular de câncer de mama humano (MCF-7 e MDA-MB-231), pela indução 

de apoptose e bloqueio da progressão do ciclo celular na fase G2/M. Além disso, a 

chalcona também desencadeou a sinalização apoptótica mitocondrial aumentando a 

quantidade de Bax e Bak, reduzindo o nível de Bcl-2 e Bcl-X-L, e posteriormente 

ativando a caspase-9 em células MCF-7 e MDA-MB-231 (HSU et al., 2006). Sendo 

assim, foi possível compilar aspectos fundamentais a respeito das propriedades 

destas moléculas que servem de base para a discussão mais aprofundada dos efeitos 

biológicos e das perspectivas para os estudos futuros. O trabalho reafirma a 

importância de produtos naturais na busca por novos agentes anticâncer e destaca a 

crescente atuação dos metabólitos secundários neste campo. 

O capítulo II descreve a etapa inicial do trabalho que teve como foco o isolamento 

da ACB e da 3OMQ a partir das inflorescências de Achyrocline satureioides, com base 

no método relatado por DE SOUZA (2002) para os flavonoides-agliconas, unicamente. 

No presente trabalho o método estudou aspectos adicionais como o tempo de 

extração, bem como o teor de ACB. Os resultados foram descritos e discutidos no 

formato de manuscrito recentemente submetido ao Journal of Separation Science. 

Inicialmente, um extrato foi obtido a partir de inflorescências da planta dispostas em 

cartucho e submetidas à extração em soxhlet, estraídas numa relação planta:solvente 

1,8:50 (m:v). Uma sequência de três solventes (hexano, acetato de etila e metanol) 

foram utilizados nesta etapa e quatro tempos de extração foram testados (3, 4, 6 e 8 

horas). Os extratos foram obtidos por meio da utilização de solventes com polaridade 

crescente (hexano, acetato de etilo e metanol). No extrato obtido com o solvente 

hexano não foi observada a presença dos flavonoides-agliconas, tampouco da ACB. 

Por outro lado, o extrato obtido com acetato de etila, após prévia extração com hexano 

apresentou as maiores concentrações das substâncias QCT, LUT, 3OMQ, e ACB. No 

que se refere ao tempo de extração, as maiores concentrações de todas as substância 

de interesse foi obtida em 4 e 6 horas de extração. Tais resultados levaram à seleção 

das condições para obtenção de extrato para as subsequentes etapas: acetato de etila 

como solvente, com prévia extração das inflorescências com hexano, e o tempo de 

extração de 4 horas.  Após evaporação do solvente, as concentrações obtidas no 
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extrato seco correspondente foram: 6,98% (QCT), 2,33% (LUT), 18,10% (3OMQ) e 

3,7% (ACB). Comparativamente, em extratos secos obtidos a partir de macerado 

hidroetanólico (80% v/v de etanol), por 8 dias, as concentrações encontradas foram: 

2,25% (QCT), 1,02% (LUT), 6,66% (3OMQ) and 1,08% (ACB) (CARINI, 2013). Estes 

resultados demonstram que a utilização do aparelho de soxhlet propiciou extração em 

maiores quantidades dos constituintes da planta. O desenvolvimento de metodologia 

utilizando tecnologias verdes com rendimento semelhante está em andamento. 

Na sequência, foi desenvolvido método para o isolamento da ACB e 3OMQ, 

utilizando HPCCC. A vantagem no isolamento de produtos naturais em escala 

preparativa por esta técnica é a rapidez, reprodutibilidade, economia e versatilidade 

que oferece. Além disso, há a possibilidade da recuperação de praticamente a 

totalidade dos constituintes presentes no extrato processado, uma vez que não 

ocorrem perdas por adsorção irreversível dos componentes na fase estacionária, que 

é líquida e as frações menos puras coletadas podem ser reprocessadas. Ambas as 

fases imiscíveis (estacionária e móvel) podem ser bombeadas para fora do sistema 

ao final da separação (MARSTON e HOSTETTMANN, 2006; PAULI et al., 2008). 

Na separação por HPCCC foi obtida em duas etapas. A escolha do sistema de 

solventes é uma etapa crítica na aplicabilidade da técnica de cromatografia 

contracorrente. O sistema solvente ideal deve proporcionar retenção adequada da 

fase estacionária, uma boa separação das substâncias de interesse e otimização do 

tempo de execução (COSTA e LEITÃO, 2010). Para a partição dos flavonoides das 

inflorescências de Achyrocline satureioides o sistemas bifásicos de solventes 

hexano:acetato de etila:metanol:água, em diferentes proporções, foram selecionados. 

Este sistema já havia sido utilizado por CARINI e colaboradores (2015) e é referido no 

isolamento de diversos flavonoides (COSTA e LEITÃO, 2010). Na primeira etapa o 

extrato seco obtido em sohxlet utilizando acetato de etila foi dissolvido nas fases 

(móvel e estacionária) e injetado no HPCCC, gerando duas frações enriquecidas: a 

fração 1 (F1) contendo ACB e outros compostos não-identificados e a fração 2 (F2) 

contendo os flavonoides-agliconas QCT, LUT e 3OMQ. A separação destas duas 

frações foi rápida (60 min) e ocorreu num único ciclo. Após eliminação do solvente, F1 

apresentou-se com coloração marrom e consistência semissólida, sendo constituída 

de ACB e outros constituintes minoritários, não-identificados, mas com 

comportamento cromatográfico semelhante à ACB. A análise por CLAE revelou a 

presença de 4 picos bem definidos, além da ACB, com tempos de retenção 5,5, 5,8, 
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6,3 e 6,7 minutos. Três destes picos já haviam sido observados para os extrados 

hidroetanólicos da planta (CARINI, 2013) e constituíram-se nas impurezas presentes 

na ACB isolada pela autora. Com vistas a identificar estes constituintes, os mesmos 

foram isolados por HPCCC e submetidos a análises por ressonância magnética 

nuclear de carbono-13 e hidrogênio-1 (1H, 1H-COSY, 13C, 13C APT, 1H/13CHSQC, 

1H/13C-HMBC) e espectrometria de massas (UPLC-QTOF/HDMS). A primeira 

substância a identificada, tempo de retenção de 5,5 minutos, foi o canferol, cuja 

quantificação nas inflorescências da planta foi recentemente relatada (SALQUEIRO et 

al, 2016). As outras duas substâncias foram identificadas como isocanferol e 3,3’-di-

O-metilquercetina, sendo suas ocorrências citadas pela primeira vez para 

inflorescências de Achyrocline satureioides. A quarta substância trata-se, 

provavelmente, de poriol, no entanto, a confirmação da sua identidade não foi possível 

por meio das técnicas de RMN de 13C, 13C APT, 1H/13CHSQC, 1H/13C-HMBC, devido 

a sua baixa concentração na planta. 

Na etapa seguinte, as frações (F1 e F2) foram submetidas, separadamente, a 

uma segunda separação por HPCCC, utilizando outro sistema de solventes. Vários 

sistemas foram testados com o intuito de purificar a ACB presente na F1 e a 3OMQ 

presente na F2. O sistema bifásico composto por diclorometano:metanol:água 

(3,5:3,5:2,5, v/v) foi o que apresentou o melhor perfil de separação dos constituintes 

das duas frações, resultando no isolamento das moléculas de interesse. Por meio de 

um único ciclo a ACB foi obtida com 98% de pureza, no seu estado sólido 

semicristalino, apresentando coloração amarela, numa disposição dos cristais que 

lembrava as inflorescências da planta. A 3OMQ, por sua vez, apresentou 97% de 

pureza, coloração amarela bem menos intensa e estado sólido semicristalino. A 

obtenção das duas substâncias na forma cristalina, sem necessidade de etapas de 

cristalização revela-se como uma grande vantagem da técnica de HPCCC.  

A metodologia de isolamento e purificação da ACB e da 3OMQ envolvendo 

apenas HPCCC está sendo descrita pela primeira vez neste trabalho, mostrando-se 

eficiente por resultar em produtos com elevado grau de pureza (acima de 97%), além 

de propiciar um elevado rendimento (mais de 65%) considerando que apenas dois 

ciclos de separação são envolvidos, rápido fracionamento e reduzido consumo de 

solventes orgânicos durante as análises, sendo estes recuperáveis. Em suma, o 

capítulo II demonstra a versatilidade do método de HPCCC para a obtenção de 

diferentes produtos a partir de extrato de Achyrocline satureioides. Foi possível obter 
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frações enriquecidas (F1 e F2) e substâncias isoladas (ACB e 3OMQ) que se 

configuram como candidatos para os estudos da atividade anticâncer.  

Além da ocorrência em Achyrocline satureioides, há relatos da presença de 

bichalconas em outras espécies vegetais como é o caso da luxenchalcone presente 

nas folhas de Luxemburgia octandra (CARVALHO et al., 2004) e as rhuschalconas I-

VI presentes nos galhos de Rhus pyroides (MASESANE et al., 2000). Destaca-se 

particularmente a semelhança estrutural da ACB com essas bichalconas naturais, as 

quais se mostraram bastante citotóxicas frente a linhagens de células tumorais 

(CARVALHO et al., 2004; DANIEL et al., 2007; MASESANE et al., 2000; MDEE et al., 

2003). Além disso, há relatos de propriedades anticâncer também para bichalconas 

sintéticas (LIN et al. 2014; LIN, CHEN & WU, 2015). LIN e colaboradores (2014), 

analisaram o efeito citotóxico da bichalcona sintética TSWU-CD4 em linhagens 

celulares de carcinoma de nasofaringe humano (NPC-TW 039) e demonstraram que 

o tratamento induziu apoptose mesmo quando concentrações baixas foram utilizadas 

(IC50 = 2,5 µM). Na mesma linha de pesquisa, LIN, CHEN & WU (2015) avaliaram a 

atividade anticâncer da TSWU-BR23, outra bichalcona sintética, em linhagens 

celulares de câncer de cólon humano (HT-29) e observaram que houve indução de 

apoptose nas células mediada pela oligomerização mitocondrial de p53. 

No capítulo III deste trabalho foi realizada a avaliação da citotoxicidade da ACB 

e da 3OMQ in vitro em linhagem celular de câncer de mama (MDA-MB-231) e dos 

mecanismos de apoptose envolvidos. Os resultados foram comparados com os 

obtidos com linhagem celular epitelial normal de mama e foram redigidos no formato 

de manuscrito a ser submetido à publicação no periódico Natural Product Reports. 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais incidente em mulheres, atrás 

apenas do câncer de pele, com cerca 1,7 milhão de novos casos por ano. É 

considerada a causa mais frequente de morte por câncer em mulheres no mundo. 

Caracteriza-se como uma doença heterogênea que pode ter diferentes manifestações 

clínicas e morfológicas, diferentes perfis genéticos e principalmente respostas 

terapêuticas distintas. As anormalidades podem estar presentes nos lóbulos e ductos 

da mama que incluem hiperplasia, hiperplasia atípica, carcinoma in situ e carcinoma 

invasivo. Este último, é o tipo histológico que compreende entre 80 e 90% do total de 

casos (GLOBOCAN, 2012). Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), a taxa de 

mortalidade por câncer de mama na população mundial apresenta uma curva 

ascendente e representa a primeira causa de morte por câncer na população feminina 
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brasileira, sendo as regiões sudeste e sul as que apresentam as maiores taxas (14,21 

e 14,60 óbitos/100.000 mulheres em 2014, respectivamente) (INCA, 2017). 

A linhagem celular de câncer de mama MDA-MB-231 é um tipo histológico que 

apresenta característica triplo negativa, ou seja, não expressão de receptor para 

estrogênio, para progesterona e para o fator de crescimento epidérmico humano. Este 

fenômeno está correlacionado com inúmeros casos de metástases em mulheres e 

autofagia, resultando em prognóstico desfavorável (GRIFFITHS; OLIN, 2012). 

Destaca-se também, que frequentemente o câncer de mama tem a capacidade de 

desenvolver resistência às terapias farmacológicas existentes (HOUSMAN et al., 

2014). 

Estudos realizados por CARINI (2013) revelaram o potencial citotóxico da ACB 

e dos demais flavonóides presentes no extrato hidroetanólico da planta Achyrocline 

satureioides. Os valores de GI50 encontrados para os flavonoides frente à linhagem 

celular de câncer de pulmão de não pequenas células (A549) obedeceram à seguinte 

ordem de atividade: 3OMQ (7,3 μM) > ACB (13,5 μM) > LUT (14,6 μM) > QCT (51,1 

μM). A 3OMQ foi a molécula mais ativa, seguido pela da ACB. Adicionalmente, a ACB 

foi avaliada frente a outras linhagens celulares de câncer de pulmão de não pequenas 

células: H460 e EKVX, células com baixo e alto grau de agressividade, 

respectivamente, ao passo que a A549 é uma linhagem de média agressividade. Os 

GI50 para estas células foram próximos ao valor encontrado para a A549. A atividade 

citotóxica da ACB frente a linhagens de células de câncer de pulmão se mostrou 

bastante relevante, especialmente para a EKVX (GI50 11,0 µM), pois o valor de GI50 

encontrado foi próximo ao da cisplatina (GI50 9,0 µM) (CARINI, 2013). 

A atividade anticancer da 3OMQ já avaliada em linhagens celulares de câncer 

de mama, como nas SK-Br-3 sensíveis ao lapatinib (LAP) e SK-Br-3-Lap resistentes. 

A 3OMQ (10 μM) causou inibição do crescimento com parada na fase G2/M (LI et al., 

2013). O mesmo comportamento foi apresentado para a 3OMQ isolado da planta Inula 

viscosa em linhagens celulares de câncer de mama MCF-7, que apresentaram 

atividade antiproliferativa (IC50% 11,23 mg/mL), com indução de apoptose e 

fragmentação de DNA (TALIB; ZARGA; MAHASNEH, 2012). O resultado de GI50 

observado neste trabalho para ACB frente à linhagem celular de câncer de mama (GI50 

16,7 µM), foi bastante similar ao encontrado para a linhagem celular de câncer de 

pulmão de não pequenas células (GI50 13,5 μM). Contudo, a 3OMQ não apresentou 

efeito citotóxico semelhante frente a linhagens de frente à linhagem celular de câncer 
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de mama (GI50 43,7 µM), quando comparado à linhagem celular de câncer de pulmão 

de não pequenas células (GI50 7,3 μM) (CARINI, 2013).   

Estudos referentes ao tipo de morte induzida pela ACB e 3OMQ e alguns 

mecanismos moleculares envolvidos no processo também foram identificados no 

trabalho. Resultados baseados na citometria de fluxo indicaram que o processo de 

morte celular foi mediado por apoptose, para ambas as amostras. Este é o mecanismo 

de morte celular desejável, uma vez que indica que a mesma foi realizada de modo 

programado, através de estratégias pré-estabelecidas que são utilizadas no intuito de 

atingir mediadores celulares específicos envolvidos no processo (ORRENIUS; 

ZHIVOTOVSKY; NICOTERA, 2003). Subsequentemente, analisou-se a ativação de 

caspases nas células MDA-MB-231 por citometria de imagem celular e Western Blot. 

Dentre os achados, observou-se que ACB e 3OMQ não ativaram caspase-8 

(mecanismo extrínseco), mas foram capazes de ativar caspase-3, caspase-7 e 

caspase-9. O estudo apontou que a morte celular induzida por ACB e 3OMQ foi 

ativada pela via intrínseca, ou seja, receptores da mitocôndria são ativados e 

posteriormente induzem a ativação da cascata apoptótica dentro das células, 

culminando na morte celular.  

Recentemente, Bassani et al. (2016) solicitaram depósito de patente junto ao 

INPI (BR 10 2016 027068 5), relativa aos resultados promissores de atividade 

anticâncer da ACB, associada ou não a outros constituintes da planta, especialmente 

frente a linhagens de células de câncer de pulmão (A549, EKVX e H460); à testes 

preliminares de atividade frente a linhagem de melanoma (linhagem A375) (CARINI, 

2013); e frente a linhagens de câncer de mama (MDA-MB-231), cujos resultados foram 

obtidos no âmbito desta tese de doutorado. 

Os resultados in vitro revelam os excelentes efeitos anti-proliferativos e 

indutores de apoptose da ACB e da 3OMQ na linhagem celular de câncer de mama 

humano (MDA-MB-231). Portanto, o presente trabalho abordou temas extremamente 

relevantes em relação ao protagonismo tanto da ACB quanto da 3OMQ como 

promissores agentes antitumorais, embora estudos mais aprofundados dos 

mecanismos envolvidos, além de estudos in vivo, devam ser realizados para 

classificá-los como novos candidatos a quimioterápicos ou agentes quimiopreventivos. 

O trabalho também demonstra, especialmente o potencial da ACB a candidato a 

agente anticâncer, por ser viável seu isolamento em maior escala, por sua atividade 
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frente a células de câncer de mama e pulmão e devido a sua alta seletividade quando 

comparado à células epiteliais primárias não transformadas. 
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  As chalconas pertencem a uma classe de moléculas com crescente número 

de publicações científicas e de registro de propriedade industrial (patentes) 

relacionadas com o seu potencial para o tratamento de câncer/tumor, especialmente 

a partir de 2007.  

  Os resultados de artigos e patentes depositadas durante a última década (2006 

a 2016) mostraram que as chalconas, tanto naturais como sintética, são alvo de 

interesse e proteção da propriedade industrial de produtos ou processos.  

  Nos anos de 2014 à 2016 houve um aumento no número de artigos publicados. 

O número de patentes também foi maior. Os dados indicam os avanços crescentes 

na investigação de chalcones contra o câncer/tumor. 

  A ampla utilização das chalconas, nos artigos e patentes pesquisados, 

demostraram a possibilidade da utilização destas moléculas em diferentes alvos 

terapêuticos, com o intuito de avaliar os mecanismos celulares na atividade 

anticâncer/antitumoral, além de possibilitar o desenvolvimento de novos produtos 

farmacêuticos; 

  Duas frações enriquecidas foram obtidas a partir do extrato das inflorescências 

de Achyrocline satureioides utilizando um método em escala semi-preparativa por 

cromatografia em contracorrente de alta performance num único ciclo de 60 minutos 

de fracionamento: a fração 1 (F1) contendo ACB (59,8%) e outros constituintes 

(28,46%); e a fração 2 (F2) contendo majoritariamente 3OMQ (46,0%) e os flavonoides-

agliconas QCT (19,6%), LUT (6,2%).  

  A fração F1 contém majoritariamente ACB, mas outros flavonoides-agliconas, 

estão presentes em menores concentrações. A identidade dos flavonoides-agliconas 

foi avaliada por meio de cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a detector 

de espectrometria de massa quadrupolo de alta definição (UPLC-QTOF/HDMS) e de 

ressonância magnética nuclear (RMN). Os constituintes identificados foram o canferol, 

isocanferol, 3,3’-di-O-metilquercetina, sendo a ocorrência dos dois últimos relatados 

pela primeira vez em inflorescências da Achyrocline satureioides.  

  A ACB e a 3OMQ foram isoladas, respectivamente, a partir de F1 e F2 utilizando 

cromatografia em contracorrente de alta performance, no modo analítico e em um 

único ciclo. ACB e 3OMQ foram obtidas com alto grau de pureza, respectivamente, 

98% e 97%, de forma rápida (75 minutos para ACB e 45 minutos para 3OMQ), com 

muito bom rendimento nesta etapa (67% para ACB e 65% para 3OMQ). Estes 
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resultados denotam a eficiência e versatilidade do método empregado para o 

isolamento das substâncias de interesse. 

  A ACB apresentou o maior efeito citotóxico em relação à linhagem celular 

MDA-MB-231 (GI50 16,7 µM), e um índice de seletividade superior a 2 em relação à 

linhagem de células normais de epitélio de mama MCF-12A. A 3OMQ apresentou a 

menor efeito citotoxicidade (GI50 43,7 µM) e índice de seletividade inferior a 2.  Em 

suma, frente à linhagem de câncer de mama MDA-MB-231 a ACB, demonstrou ser 

mais ativa e mais seletiva que a 3OMQ.  

  ACB e 3OMQ induziram a morte celular na linhagem MDA-MB-231 mediante a 

ativação da apoptose. O mecanismo molecular envolvido no processo foi o intrínseco 

(mitocondrial), através da ativação das caspase-9, caspase-3 e caspase-7.  

  Em seu conjunto, os resultados do presente trabalho abrem perspectivas para 

o aprofundamento da investigação do potencial anticâncer de mama da ACB, devido 

sua alta atividade e seletividade, mas também pelo fato de poder ser isolada com alta 

pureza para os testes biológicos, a partir das inflorescências. 
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