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RESUMO

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae, conhecida popularmente como
marcela, € uma espécie vegetal estudada sob os mais diversos aspectos, quimico,
tecnologico e farmacoldgico, sendo muitas de suas propriedades atribuidas aos
constituintes fendlicos presentes na planta. As investigacdes sobre a composicao
quimica de extratos hidroetandlicos das inflorescéncias de Achyrocline satureioides
demonstrou a presenca dos flavonoides quercetina (QCT), luteolina (LUT) e 3-O-
metilquercetina (30MQ), o0s quais sdo metabdlitos secundarios frequentemente
relacionados as atividades biologicas. Além desses flavonoides, a achyrobichalcona
(ACB) uma bichalcona de estrutura quimica e ocorréncia inéditas foi recentemente
identificada na espécie. O primeiro capitulo da tese se refere ao estudo de revisao
utilizando metodologias bibliométricas, sobre as producdes cientificas e tecnoldgicas
referidas na base de dados do Web of Science do Institute for Scientific Information
(IS1), pertencente a Thompson-Reuters™ Company envolvendo chalconas para o
tratamento do céancer/tumores. O objetivo do estudo foi mapear as publicacdes
cientificas e tecnologicas na Ultima década, de 2006 a 2016. As palavras-chave
utilizadas foram: chalcona seguida pelo simbolo (*), cancer e tumor.
Independentemente da origem destas chalconas, observou-se oportunidades para o
desenvolvimento de produtos visando sua vetorizacdo em alvos biolégicos para o
tratamento do cancer. A etapa seguinte se caracterizou pela obtencdo simultanea de
fragOes e substancias isoladas, bem como a identificagdo de novos constituintes
fendlicos de inflorescéncias de Achyrocline satureioides. Com o intuito de obter
elevadas concentragfes destas substancias com o minimo de interferentes possivel,
foram realizadas extragOes sucessivas com soxhlet (com os solventes hexano,
acetato de etila e metanol), seguido por etapas de isolamento e purificacdo utilizando
técnica de cromatografia em contracorrente de alta performance (HPCCC). Esta
segunda parte do trabalho foi realizado em duas etapas: 1) obtencéao de duas fracdes
enriquecidas por meio do fracionamento do extrato; e 2) isolamento de ACB e 30MQ
a partir destas fracdes enriquecidas. A analise da fracdo 1 (F1) revelou a presenca de
outros flavonoides-agliconas que foram analisados por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a detector de espectrometria de massa quadrupolo de alta
definicdo (UPLC-QTOF/HDMS) e de ressonancia magnética nuclear (RMN). Os

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



sendo a presenca dos dois Ultimos relatada pela primeira vez em inflorescéncias da
Achyrocline satureioides. A ACB e 30MQ foram obtidas com alto grau de pureza e
bom rendimento, a partir da F1 e F2, respectivamente, utilizando colunas semi-
preparativa e analitica de HPCCC. Como resultado, obteve-se ACB e 30MQ 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
substancias adequadas para uso em estudos de atividade bioldgica. A etapa seguinte
objetivou avaliar comparativamente as propriedades citotoxicas apresentadas pelos
isolados, ACB e 30MQ. Primeiramente, foi avaliado o efeito citotéxico das moléculas
isoladas, ACB e 30MQ, frente a uma linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-
231 e comparada a linhagem celular epitelial priméria nédo transformada MCF-12A. Os
resultados demonstraram que a ACB apresentou efeito citotdéxico (Glso 16,68 uM) em
relacdo a linhagem celular MDA-MB-231, com indice de seletividade superior a 2,
guando comparado a linhagem MCF-12A. A 30MQ também apresentou efeito
citotoxico (Glso 43,69 uM) sobre o MDA-MB-231; no entanto, o indice de seletividade
foi inferior a 2. Subsequentemente, analisou-se a ativacdo de caspases nas células
MDA-MB-231 por citometria de imagem celular e Western Blot. ACB e 30OMQ néo
ativaram a caspase-8 (mecanismo extrinseco), 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 intrinseco
dependente de caspases. O conjunto de informac¢bes obtidas, somadas a maior
seletividade demonstram que a ACB € um potente candidato a agente anticancer.

Palavras-chaves: Achyrocline satureioides, Achyrobichalcona, 3-O-Metilquercetina,
Isolamento, Cromatografia em Contracorrente de Alta Performance, Anticancer,

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
(30MQ), 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-Reuters™ 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 30MQ 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 30MQ were obtained with high
purity and good vyield, from F1 and F2, respectively, using HPCCC semi-preparative
and analytical columns. As result, ACB and 30OMQ 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 30MQ
comparatively. First, the cytotoxic effect of the isolated molecules, ACB and 30MQ,
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 (Glso 16.68 uM) on MDA-MB-231 cell line, with a selectivity
index higher than 2 when compared to the MCF-12A. 30MQ also had a cytotoxic effect
(Glso 43.69 uM) 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 30MQ 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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Introducao







As plantas possuem grande variedade de metabdlitos secundarios que séo
responsaveis por diversos efeitos de interesse terapéutico, sendo potenciais
para o desenvolvimento de novos farmacos 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 a
familia Asteraceae nativa do Sul da América e conhecida como “marcela” ou
“‘macela” (SABINI et al., 2012). Diversas propriedades medicinais sdo atribuidas
a esta planta, como antioxidante, anti-inflamatoéria, antimicrobiana, sedativa,
hepatoprotetora, imunomoduladora, antitumoral e fotoprotetora (SIMOES 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 metabdlitos secundarios presentes em Achyrocline satureioides
se destacam os flavonoides quercetina (QCT), luteolina (LUT) e 3-O-
metilquercetina (30MQ) (SIMOES 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 purificacdo, obtendo a substancia com pureza de 90% (CARINI et al., 2015).
A ACB, em especial, apresenta uma estrutura quimica inédita e ocorréncia sem

precedentes (Figura 1).

OH (4]
Luteolina 3-O-Metilquercetina

OH OH

Achyrobichalcona

HO HO (V]
0 D
S

H,C

Figura 1. Principais flavonoides-agliconas e bichalcona presentes em
inflorescéncias de Achyrocline satureioides.
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A 30MQ (3',4’,5,7-tetraidroxi-3-metoxiflavona) é um metoxiflavonoide que
representa o flavonoide majoritario presente na espécie cultivada pelo Centro de
Pesquisas Agrondmicas da Universidade de Campinas (CPQBA-UNICAMP).
Este flavonoide difere estruturalmente da QCT pela presenc¢a de um grupamento
metoxilado no carbono 3 (SCHWINGEL et al., 2008). A conformag&o molecular
e polaridade atribuida a esta O-metilacdo recebe destaque quanto as atividades
antivirais e anticancer apresentadas pela 30OMQ (VANDEN BERGHE et al.,
1993; RUBIO et al., 2006; CARINI et al., 2014). Outros potenciais terapéuticos
atribuidos a este flavonoide s&o: atividades anti-inflamatorias, 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; KUPELI e YESILADA, 2007).

Biologicamente, as chalconas sdo precursoras imediatas da rota
biossintética de flavonoides (MURAKAMI et al., 1992) e sdo estudadas em
virtude de suas inumeras propriedades bioldgicas, dentre elas, atividades
antifngica, anti-hipertensiva, antimicrobiana, antiviral, anti-maléaria, anti-
inflamatdria e anticancer (MOJZIS et al., 2008; ORLIKOVA et al., 2011). De
maneira geral, a estrutura basica das chalconas é a 1,3-difenil-2-propen-1-ona,
ou seja, dois anéis aromaticos (A e B) contendo uma cetona a,B-insaturados
como espacador. Sdo moléculas nao-quirais e ocorrem preferencialmente na
forma de agliconas (SIMOKORIYAMA, 1991).

As chalconas séo conhecidas por conferirem coloracéo amarela as pétalas
de flores de algumas familias vegetais, como Asteraceae. Nas plantas, séo
convertidas em suas correspondentes flavanonas por uma reacdo
estereoespecifica catalizada pela enzima chalcona isomerase. A relacéo
estrutural e biogenética existente entre chalconas e flavanonas explica porque
elas frequentemente co-ocorrem em produtos naturais (ANDERESEN e
MARKHAM, 2006). As propriedades biolégicas descritas para as chalconas
incluem propriedades anticéncer, antibidticas, antifungicas, anti-inflamatorias,
antimalaricas (HAMEED, 2006; HIJOVA, 2006; KATSORI e HADJIPAVLOU-
LITINA, 2011; SAHU et al., 2012).

A ACB (4,2’,4”,2"-tetraidréxi-6’,6"’-dimetoxi-4’-O-4""-bichalcona) é uma

bichalcona de estrutura semicristalina, coloracdo amarela intensa e ponto de
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fusdo de cerca de 141 °C (CARINI et al., 2015). A estrutura monomeérica (4,2’,4’-
triidroxi-6’-metoxi chalcona) dessa chalcona ja havia sido descrita para
inflorescéncias de Achyrocline flaccida (NORBEDO et al., 1982) e a estrutura
monomérica glicosilada em outras plantas, como Helichrysum calliconum e
Gnaphalium multiceps, integrantes da familia Ateraceae (MARUYAMA et al.,
1974; BOHLMANN e ABRAHAM, 1979).

A literatura destaca algumas chalconas naturais e sintéticas com
pronunciada atividade citotdxica 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 cancer de mama murino 4T1 modificado (ABU et al., 2015). De maneira geral,
os biflavonoides vem demonstrando diversas atividades bioldgicas, 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 citotoxico em varias linhagens celulares de cancer.
As rhuschalconas I-VI (Figura 2), bichalconas isoladas da planta Rhus pyroides,
foram estudadas frente a 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 substancia mais potente se
destacando pela atividade anticancer em outras linhagens de cancer de
melanoma SK-MEL-5, SK-MEL-28 e UACC-62 (LCso% = 4,8, 4,6 e 4,6 pg/mL,
respectivamente) (MDEE et al., 2003). A luxenchalcona, uma bichalcona isolada
de Luxemburgia octandra, também apresentou atividade anticancer frente a
vérias linhagens celulares de cancer de pulmédo (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 anticancer.

Neste contexto, o conjunto de estudos preliminares sobre a atividade
biolégica de chalconas e metoxi-flavonoides evidenciam o interesse do
isolamento da ACB e 30MQ a partir de inflorescéncias de Achyrocline
satureioides com vistas no aprofundamento das investigagbes de suas
atividades biolégicas. ACB, por tratar-se de estrutura quimica inédita e 30MQ,
pelo fato de ser disponivel para aquisicdo no mercado, mas de alto custo quando

de alta pureza. Muito embora a 30OMQ se constitua 0 componente majoritario
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entre os flavonoides-agliconas, seu isolamento dos demais constituintes
flavonoidicos e sua purificacdo tem representado, até o presente, um grande
desafio devido a semelhanca de sua estrutura quimica e propriedades fisicas e
fisico-quimicas com outras agliconas flavonoidicas como a QCT e LUT presentes
na planta (HOLZSCHUH, 2010).

1:R=H
las R =Mc

Luxenchalcona

Rhuschalcona IV Rhuschalconal l

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

Em suma, o isolamento destas substancias com pureza e alto rendimento
tem se constituido uma tarefa dificil envolvendo diversas etapas. Frente a estas
dificuldades, a cromatografia em contracorrente (CCC) é uma técnica que tem
se destacado devido a rapida e eficiente particdo das substancias de interesse
no sistema de solventes empregado e ao reduzido tempo de separagdo. A
técnica consiste na particdo liquido-liquido de um soluto entre duas fases
imisciveis contidas numa coluna capilar. A fase estacionaria € retida pela forca
gravitacional e pela for¢ca centrifuga, sem a utilizacdo de matriz porosa adsortiva,
enquanto a fase movel passa pela fase estacionéria. A distribuicdo do soluto no
sistema bifasico de solventes é determinada pelo coeficiente de particdo entre
as duas fases imisciveis (SUTHERLAND, 2007). A CCC vem sendo amplamente
utilizada para isolamento em escala preparativa, 0 que possibilita obter
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moléculas em maior escala de maneira altamente preditiva, reprodutivel,
econdmica, versatil e rapida (DUO-LONG et al., 2011).

A nova geragdo de instrumentos de CCC (Figura 3), os chamados
instrumentos de cromatografia de contracorrente de alta performance (do inglés
High Performance Countercurrent Chromatography - HPCCC), levaram ao
renascimento da cromatografia liquido/liquido no século XXI. Esses instrumentos
variam desde a escala analitica até preparativa (utilizagdo de quilos de material
vegetal, por exemplo), permitindo o aumento do desempenho, reduzindo
significativamente os tempos de purificacdo para minutos (PULJULA &
TURHANEN, 2017).

o M -

o

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

O potencial antitumoral do extrato hidroetandlico de Achyrocline
satureioides e de seus flavonoides isolados QCT, LUT, 30OMQ e ACB frente a
linhagem humana de cancer de pulmao de nao-pequenas células (A549) foi
recentemente relatado por CARINI (2013). Os dois constituintes que
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apresentaram maior atividade foram 30MQ e ACB. Esta atividade tem sido
também atribuida a outras bichalconas bioativas (MDEE et al., 2003). Tais
resultados preliminares motivaram a avaliacdo da atividade do flavonoide mais
ativo e abundante nas inflorescéncias (30OMQ) e da ACB frente a outra linhagem
celular de cancer, no presente trabalho, bem como avaliar o efeito citotoxico em
células normais.

O cancer de mama é o cancer mais comum em mulheres em todo o mundo.
Cerca de 1,7 milhdes de novos casos foram diagnosticados em 2012,
representando cerca de 12% de todos os novos casos de cancer e 25% de
cancer em mulheres. Com a passagem dos anos, tornou-se a quinta causa mais
comum de morte nas mulheres devido a sua alta agressividade (SIEGEL et al.,
2014). No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), € o tipo de
cancer mais comum entre as mulheres, depois do cancer de pele ndo melanoma,
respondendo por cerca de 28% dos casos novos a cada ano. O cancer de mama
também acomete homens, porém é raro, representando apenas 1% do total de
casos da doenca (INCA, 2017). Em geral, os canceres de mama triplo-negativos,
gue sdo aqueles que ndo exibem expressdo de receptores de progesterona,
estrogénio e de fator de crescimento epidérmico humano representam 15% dos
casos de cancer de mama (HUDIS; GIANNI, 2011; ANDERS; ZAGAR; CAREY,
2013). Um dos canceres de mama que apresenta essa caracteristica triplo
negativa € a linhagem celular humana de cancer de mama MDA-MB-231, que
estd correlacionada com inumeros casos de metastases em mulheres,
resultando em prognéstico desfavoravel (GRIFFITHS; OLIN, 2012).
Frequentemente, o cancer de mama tem a capacidade de desenvolver
resisténcia as terapias farmacoldgicas existentes (HOUSMAN et al., 2014).

Portanto, a crescente prevaléncia desses canceres resistentes a farmacos
demonstra a necessidade de pesquisa com o intuito de encontrar novos agentes
terapéuticos. Este problema é agravado pela resisténcia desenvolvida pela
maioria dos pacientes aos medicamentos quimioterapicos disponiveis e pela alta
possibilidade de metastase, reduzindo drasticamente as chances de
sobrevivéncia desses individuos (NEWMAN; CRAGG, 2016). Assim, a busca de
novas moléculas com boa atividade anticancerigena é constante, para seu uso

isoladamente ou como um adjuvante para o tratamento de células resistentes a
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quimioterapicos convencionais, através de mecanismos diferenciados
(HOUSMAN et al., 2014).

Os produtos naturais tém desempenhado um papel importante como fonte
potencial de terapias anticancer principalmente por causa de sua diversidade
quimica. Sabe-se também que cerca de 50% dos quimioterapicos utilizados para
o tratamento do cancer sdo provenientes, direta ou indiretamente, de fontes
naturais, como plantas, microrganismos e organismos marinhos, evidenciando a
importancia dos estudos com produtos naturais (DIAS; URBAN; ROESSNER,
2012). Neste panorama, o presente trabalho visa avancar na investigacdo da
atividade anticancer de duas substancias presentes em inflorescéncias de
Achyrocline satureioides: ACB e 30MQ, especialmente, a atividade frente a

linhagens celulares de cancer de mama.
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Objetivos







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 inflorescéncias de Achyrocline
satureioides e avaliacdo do potencial citotoxico in vitro em linhagem celular de
cancer de mama MDA-MB-231.

Objetivos especificos

e Realizar andlise bibliométrica relativa a investigacdo da atividade
anticancer/antitumoral de chalconas;

¢ Otimizar a extracdo de flavanoides-agliconas e da bichalcona a partir das
inflorescéncias de Achyrocline satureioides utilizando extrator do tipo soxhlet;

¢ Obter fracdes enriquecidas contendo flavanoides-agliconas e bichalcona
por meio da metodologia de cromatografia contracorrente de alta performance;

e 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;

¢ |dentificar outros constituintes presentes na fracdo enriquecida contendo
a bichalcona;

¢ Investigar e comparar a atividade citotdxica in vitro para achyrobichalcona
e 3-O-metilquercetina frente a linhagem de cancer de mama MDA-MB-231;

e Avaliar comparativamente, in vitro, o perfil citotoxico da achyrobichalcona
e 3-O-metilquercetina sobre a linhagem de céncer de mama (MDA-MB-231) e
sobre a linhagem celular epitelial normal (MCF-12A);

e Avaliar o indice de seletividade destas moléculas;

e |dentificar os principais mecanismos moleculares envolvidos na atividade

citotoxica.
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O capitulo | deste trabalho € um artigo cientifico que se dedicou a analise
bibliométrica acerca da atividade anticAncer e antitumoral de chalconas naturais e
sintéticas. Na tentativa de entender o papel das chalconas nestas atividades foi realizado
um estudo das producbes cientificas e tecnoldgicas referidas. Desta maneira, uma
perspectiva global da utilizacdo destas moléculas e o0s principais alvos terapéuticos
descritos para esta atividade foi possivel. A analise 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 Capitulo I, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo
de paginas compreendido entre as paginas 45 — 86, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacéo para publicacdo em periédico cientifico.
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O capitulo 1l descreve a etapa inicial do trabalho que teve como foco o
isolamento da ACB e da 30MQ a partir das inflorescéncias de Achyrocline
satureioides. No presente trabalho o método estudou aspectos adicionais como o
tempo de extragdo, bem como o teor de ACB. Na sequéncia, a metodologia de
isolamento e purificacdo da ACB e da 30MQ 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 separacdo sao envolvidos, rapido fracionamento e reduzido

consumo de solventes organicos durante as andlises, sendo estes recuperaveis.
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O texto completo do Capitulo I, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 89 — 126, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periodico cientifico.
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No capitulo IIl deste trabalho foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade da ACB
e da 30MQ in vitro em linhagem celular de cancer 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 a publicacéo.
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O texto completo do Capitulo Ill, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 129 — 168, foi suprimido por

tratar-se de manuscrito em preparacgao para publicacdo em periédico cientifico.
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Discussao Geral







A espécie Achyrocline satureioides (Lam.) D.C., Asteraceae, popularmente
conhecida como “marcela” ou “macela” € uma planta bastante utilizada na medicina
popular no Rio Grande do Sul, em infusos digestivos, antiespasmaodicos, carminativos,
antiinflamatérios, e na reducéo das taxas sanguineas de colesterol (SIMOES et al.,
1998; DE SOUZA et al., 2007; MORESCO et al., 2017). Diversas atividades bioldgicas
sdo descritas para a espécie (RETTA et al., 2012); no entanto, o presente trabalho
focou apenas as atividades anticancer e antitumorais. Recentemente, CARINI e
colaboradores (2014), publicaram artigo de revisdo comparando os relatos de
atividade anticancer dos flavonoides-aglicnoas majoritarios presentes nas
inflorescéncias, QCT, LUT e 30OMQ.

30MQ e a ACB sao compostos encontrados nas inflorescéncias de Achyrocline
satureioides com atividades anticancer/antitumorais promissoras. ACB, em especial,
€ uma substancia de estrutura quimica 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 analitica e semi-preparativa (HSCCC), seguido de
etapas de purificacao e cristalizacdo (CARINI et al., 2015). No entanto, o isolamento,
que resultava na ACB 90% de pureza, envolvia varias etapas de purificacdo (CARINI
et al., 2015) posterior a separacao por HSCCC, tais como cromatografia em camada
delgada e recristalizacdo. Sendo assim, a realizacdo do presente trabalho teve como
objetivo o aprimoramento do isolamento da ACB e purificacdo em escala semi-
preparativa por cromatografia contracorrente de alta performance (HPCCC) com o
intuito de alcancar um elevado grau de pureza desta molécula (superior a 98%) em
um rapido processo.

Concomitantemente, avaliou-se a possibilidade de isolar por HPCCC a 30MQ,
flavonoide-aglicona majoritario na espécie cultivada em estudo, o qual embora
disponivel para aquisicdo no mercado apresenta alto custo, quando em alta pureza.
Para esta aglicona tem sido relatados pronunciados efeitos biol6gicas (DOK-GO et al.,
2003; HNATYSZYN et al., 2004; KO et al., 2004; SADHU et al., 2006; KUPELI e
YESILADA, 2007).

No gque tange a atividade anticancer, CARINI (2013), observou efeitos citotoxicos

da 30MQ e ACB in vitro em linhagens de cancer pulméo de ndo pequenas células,
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A549 e sobre a linhagem EKVX (mais agressivas). No entanto, a autora ndo testou a
seletividade destas moléculas frente a células normais.

Assim, a confluéncia dos aspectos supracitados resultou na motivacdo do
presente trabalho, de investigacéo da atividade anticancer da 30OMQ e ACB, isoladas
por HPCCC a partir de inflorescéncias de Achyrocline satureioides, sobre linhagem de
cancer de mama MDA-MB-231 comparando com a suas atividades sobre a linhagem
de cancer de mama MDA-MB-231 e determinando o indice de seletividade destas
moléculas. Além destes aspectos a identificacdo dos principais mecanismos
moleculares envolvidos na atividade citotoxica foram alvo investigados para a ACB.

O capitulo | dedicou-se a analise bibliométrica acerca da atividade anticancer e
antitumoral de chalconas naturais e sintéticas. Na tentativa de entender o papel das
chalconas nestas atividades foi realizado um estudo das producdes cientificas e
tecnoldgicas referidas. Desta maneira, uma perspectiva global da utilizacdo destas
moléculas e os principais alvos terapéuticos descritos para esta atividade foi possivel.
A analise bibliométrica foi realizada utilizando a base de dados do Web of Science do
Institute for Scientific Information (ISl), pertencente a Thompson-Reuters™ Company.
O mapeamento dessas producdes na ultima década (de 2006 a 2016) utilizando as
palavras-chave chalcona seguida pelo simbolo (*), cancer e tumor demonstrou um
crescente numero publicag@es cientificas principalmente a partir de 2010. No entanto,
a partir de 2007 ja se observa interesse na protecdo do desenvolvimento tecnoldgico
por meio do depoésito de patentes. Prova disto é o crescente niamero de revisdes
publicadas em periddicos acerca da atividades biolégicas das chalconas,
principalmente quanto aos potenciais farmacoldgicos antimalariais, anti-inflamatdrias,
anti-infecciosas e anticancer (SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2013; SINGH et al., 2014;
MATOS et al., 2015; SHDEBARSCHI et al., 2015).

A fim de avaliar as producdes cientificas, os documentos foram analisados
guanto ao numero de publicacdes, citacbes e indice-H. Os dados resultantes da
pesquisa permitiram observar um numero bastante expressivo de trabalhos descritos
na literatura, visando avaliar propriedades anticancer e antitumorais das chalconas,
evidenciando a macica participacdo deste grupo de metabdlitos secundarios em
processos de inibicAo de crescimento de ceélulas cancerigenas. O manuscrito se
mostrou de extrema relevancia uma vez que esclareceu 0s principais alvos
terapéuticos ja descritos para a atividade antitumoral e anticancer das chalconas, tais

como o fator de ligacao nuclear da regido da cadeia kB de imunoglobulinas das células
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B (NF-kB), a via de p53, a polimerizacdo da tubulina, ativacdo de caspases, receptores
de morte e das mitocondrias que participam das vias de apoptose, ciclo celular, dentre
outros. Exemplo disso foi o efeito citotoxico apresentado pela chalcona 1,3-difenil-2-
propen-1-ona (nucleo fundamental das chalconas) que inibiu a proliferacdo em
linhagem celular de cancer de mama humano (MCF-7 e MDA-MB-231), pela inducéo
de apoptose e bloqueio da progressao do ciclo celular na fase G2/M. Além disso, a
chalcona também desencadeou a sinalizacdo apoptotica mitocondrial aumentando a
qguantidade de Bax e Bak, reduzindo o nivel 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 possivel compilar aspectos fundamentais a respeito das propriedades
destas moléculas que servem de base para a discussdo mais aprofundada dos efeitos
biolégicos e das perspectivas para os estudos futuros. O trabalho reafirma a
importancia de produtos naturais na busca por novos agentes anticancer e destaca a
crescente atuacdo dos metabolitos secundarios neste campo.

O capitulo Il descreve a etapa inicial do trabalho que teve como foco o isolamento
da ACB e da 30OMQ a partir das inflorescéncias 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
extracdo, 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 inflorescéncias da planta dispostas em
cartucho e submetidas a extracdo em soxhlet, estraidas numa relacao planta:solvente
1,8:50 (m:v). Uma sequéncia de trés solventes (hexano, acetato de etila e metanol)
foram utilizados nesta etapa e quatro tempos de extracdo foram testados (3, 4,6 e 8
horas). Os extratos foram obtidos por meio da utilizagdo de solventes com polaridade
crescente (hexano, acetato de etilo e metanol). No extrato obtido com o solvente
hexano nao foi observada a presenca dos flavonoides-agliconas, tampouco da ACB.
Por outro lado, o extrato obtido com acetato de etila, ap0s prévia extracdo com hexano
apresentou as maiores concentracdes das substancias QCT, LUT, 30MQ, e ACB. No
gue se refere ao tempo de extracdo, as maiores concentra¢des de todas as substancia
de interesse foi obtida em 4 e 6 horas de extragdo. Tais resultados levaram a selecéo
das condicOes para obtencéo de extrato para as subsequentes etapas: acetato de etila
como solvente, com prévia extracao das inflorescéncias com hexano, e o tempo de

extracdo de 4 horas. Apds evaporagdo do solvente, as concentragcdes obtidas no
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extrato seco correspondente foram: 6,98% (QCT), 2,33% (LUT), 18,10% (30OMQ) e
3,7% (ACB). Comparativamente, em extratos secos obtidos a partir de macerado
hidroetandlico (80% v/v de etanol), por 8 dias, as concentra¢des encontradas foram:
2,25% (QCT), 1,02% (LUT), 6,66% (30MQ) and 1,08% (ACB) (CARINI, 2013). Estes
resultados demonstram que a utilizacdo do aparelho de soxhlet propiciou extragdo em
maiores quantidades dos constituintes da planta. O desenvolvimento de metodologia
utilizando tecnologias verdes com rendimento semelhante estd em andamento.

Na sequéncia, foi desenvolvido método para o isolamento da ACB e 30MQ,
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, hd a possibilidade da recuperacdo de praticamente a
totalidade dos constituintes presentes no extrato processado, uma vez que nao
ocorrem perdas por adsorc¢ao irreversivel dos componentes na fase estacionaria, que
é liquida e as fracBGes menos puras coletadas podem ser reprocessadas. Ambas as
fases imisciveis (estacionaria e mével) podem ser bombeadas para fora do sistema
ao final da separacdo (MARSTON e HOSTETTMANN, 2006; PAULI et al., 2008).

Na separacao por HPCCC foi obtida em duas etapas. A escolha do sistema de
solventes € uma etapa critica na aplicabilidade da técnica de cromatografia
contracorrente. O sistema solvente ideal deve proporcionar retencdo adequada da
fase estacionaria, uma boa separacdo das substancias de interesse e otimizacédo do
tempo de execucdo (COSTA e LEITAO, 2010). Para a parti¢cdo dos flavonoides das
inflorescéncias de Achyrocline satureioides o sistemas bifasicos de solventes
hexano:acetato de etila:metanol:adgua, em diferentes propor¢des, foram selecionados.
Este sistema ja havia sido utilizado por CARINI e colaboradores (2015) e é referido no
isolamento de diversos flavonoides (COSTA e LEITAO, 2010). Na primeira etapa o
extrato seco obtido em sohxlet utilizando acetato de etila foi dissolvido nas fases
(mével e estacionaria) e injetado no HPCCC, gerando duas fragbes enriquecidas: a
fracdo 1 (F1) contendo ACB e outros compostos nao-identificados e a fragéo 2 (F2)
contendo os flavonoides-agliconas QCT, LUT e 30OMQ. A separacdo destas duas
fracdes foi rapida (60 min) e ocorreu num unico ciclo. Apos eliminagéo do solvente, F1
apresentou-se com coloragdo marrom e consisténcia semissolida, sendo constituida
de ACB e outros constituintes minoritarios, néao-identificados, mas com
comportamento cromatografico semelhante a ACB. A analise por CLAE revelou a

presenca de 4 picos bem definidos, além da ACB, com tempos de retencéo 5,5, 5,8,
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6,3 e 6,7 minutos. Trés destes picos ja haviam sido observados para os extrados
hidroetandlicos da planta (CARINI, 2013) e constituiram-se nas impurezas presentes
na ACB isolada pela autora. Com vistas a identificar estes constituintes, 0S mesmos
foram isolados por HPCCC e submetidos a andlises por ressonancia magnética
nuclear de carbono-13 e hidrogénio-1 (*H, 'H-COSY, 3C, 3C APT, H/*CHSQC,
1H/C-HMBC) e espectrometria de massas (UPLC-QTOF/HDMS). A primeira
substancia a identificada, tempo de retencdo de 5,5 minutos, foi o canferol, cuja
guantificacéo nas inflorescéncias da planta foi recentemente relatada (SALQUEIRO et
al, 2016). As outras duas substancias foram identificadas como isocanferol e 3,3’-di-
O-metilquercetina, sendo suas ocorréncias citadas pela primeira vez para
inflorescéncias de Achyrocline satureioides. A quarta substancia trata-se,
provavelmente, de poriol, no entanto, a confirmacéo da sua identidade nao foi possivel
por meio das técnicas de RMN de 3C, 13C APT, 'H/*3CHSQC, H/*C-HMBC, devido
a sua baixa concentracdo na planta.

Na etapa seguinte, as fracbes (F1 e F2) foram submetidas, separadamente, a
uma segunda separacdo por HPCCC, utilizando outro sistema de solventes. Varios
sistemas foram testados com o intuito de purificar a ACB presente na F1 e a 30MQ
presente na F2. O sistema bifasico composto por diclorometano:metanol:dgua
(3,5:3,5:2,5, v/v) foi o que apresentou o melhor perfil de separagéo dos constituintes
das duas fracdes, resultando no isolamento das moléculas de interesse. Por meio de
um Unico ciclo a ACB foi obtida com 98% de pureza, no seu estado solido
semicristalino, apresentando coloracdo amarela, numa disposi¢cdo dos cristais que
lembrava as inflorescéncias da planta. A 30OMQ, por sua vez, apresentou 97% de
pureza, coloracdo amarela bem menos intensa e estado soélido semicristalino. A
obtencdo das duas substancias na forma cristalina, sem necessidade de etapas de
cristalizacdo revela-se como uma grande vantagem da técnica de HPCCC.

A metodologia de isolamento e purificagcdo da ACB e da 30MQ envolvendo
apenas HPCCC esta 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 separagdo sdo envolvidos, rapido fracionamento e reduzido consumo de
solventes orgéanicos durante as analises, sendo estes recuperaveis. Em suma, o
capitulo Il demonstra a versatilidade do método de HPCCC para a obtencédo de

diferentes produtos a partir de extrato de Achyrocline satureioides. Foi possivel obter
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fragbes enriquecidas (F1 e F2) e substancias isoladas (ACB e 30MQ) que se
configuram como candidatos para os estudos da atividade anticancer.

Além da ocorréncia em Achyrocline satureioides, ha relatos da presenca 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 semelhancga estrutural da ACB com essas bichalconas naturais, as
quais se mostraram bastante citotoxicas frente a linhagens de células tumorais
(CARVALHO et al., 2004; DANIEL et al., 2007; MASESANE et al., 2000; MDEE et al.,
2003). Além disso, ha relatos de propriedades anticancer também para bichalconas
sintéticas (LIN et al. 2014; LIN, CHEN & WU, 2015). LIN e colaboradores (2014),
analisaram o efeito citotoxico 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 concentracdes baixas foram utilizadas
(ICs0 = 2,5 pM). Na mesma linha de pesquisa, LIN, CHEN & WU (2015) avaliaram a
atividade anticancer da TSWU-BR23, outra bichalcona sintética, em linhagens
celulares de cancer de colon humano (HT-29) e observaram que houve inducéo de
apoptose nas células mediada pela oligomerizacdo mitocondrial de p53.

No capitulo Il deste trabalho foi realizada a avaliagdo da citotoxicidade da ACB
e da 30MQ in vitro em linhagem celular de cancer de mama (MDA-MB-231) e dos
mecanismos de apoptose envolvidos. Os resultados foram comparados com o0s
obtidos com linhagem celular epitelial normal de mama e foram redigidos no formato
de manuscrito a ser submetido a publicacéo no periédico Natural Product Reports.

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais incidente em mulheres, atras
apenas do cancer de pele, com cerca 1,7 milhdo de novos casos por ano. E
considerada a causa mais frequente de morte por cancer em mulheres no mundo.
Caracteriza-se como uma doenca heterogénea que pode ter diferentes manifestacoes
clinicas e morfologicas, diferentes perfis genéticos e principalmente respostas
terapéuticas distintas. As anormalidades podem estar presentes nos lobulos e ductos
da mama que incluem hiperplasia, hiperplasia atipica, carcinoma in situ e carcinoma
invasivo. Este ultimo, é o tipo histologico que compreende entre 80 e 90% do total de
casos (GLOBOCAN, 2012). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a taxa de
mortalidade por cancer de mama na populacdo mundial apresenta uma curva

ascendente e representa a primeira causa de morte por cancer na populacao feminina
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brasileira, sendo as regides sudeste e sul as que apresentam as maiores taxas (14,21
e 14,60 6bitos/100.000 mulheres em 2014, respectivamente) (INCA, 2017).

A linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231 é um tipo histologico que
apresenta caracteristica triplo negativa, ou seja, ndo expressao de receptor para
estrogénio, para progesterona e para o fator de crescimento epidérmico humano. Este
fendbmeno esta correlacionado com inumeros casos de metastases em mulheres e
autofagia, resultando em prognéstico desfavoravel (GRIFFITHS; OLIN, 2012).
Destaca-se também, que frequentemente o cancer de mama tem a capacidade de
desenvolver resisténcia as terapias farmacoldgicas existentes (HOUSMAN et al.,
2014).

Estudos realizados por CARINI (2013) revelaram o potencial citotoxico da ACB
e dos demais flavonodides presentes no extrato hidroetandlico da planta Achyrocline
satureioides. Os valores de Glso encontrados para os flavonoides frente a linhagem
celular de cancer de pulméao de ndo pequenas células (A549) obedeceram a seguinte
ordem de atividade: 30MQ (7,3 uM) > ACB (13,5 uM) > LUT (14,6 uM) > QCT (51,1
MM). A 30MQ foi a molécula mais ativa, seguido pela da ACB. Adicionalmente, a ACB
foi avaliada frente a outras linhagens celulares de cancer de pulméo de ndo 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
Glso para estas células foram proximos ao valor encontrado para a A549. A atividade
citotoxica da ACB frente a linhagens de células de cancer de pulmédo se mostrou
bastante relevante, especialmente para a EKVX (Glso 11,0 uM), pois o valor de Glso
encontrado foi proximo ao da cisplatina (Glso 9,0 uM) (CARINI, 2013).

A atividade anticancer da 30MQ ja avaliada em linhagens celulares de cancer
de mama, como nas SK-Br-3 sensiveis ao lapatinib (LAP) e SK-Br-3-Lap resistentes.
A 30MQ (10 pM) causou inibigao do crescimento com parada na fase G2/M (LI et al.,
2013). O mesmo comportamento foi apresentado para a 30OMQ isolado da planta Inula
viscosa em linhagens celulares de cancer de mama MCF-7, que apresentaram
atividade antiproliferativa (ICso» 11,23 mg/mL), com inducdo de apoptose e
fragmentacdo de DNA (TALIB; ZARGA; MAHASNEH, 2012). O resultado de Glso
observado neste trabalho para ACB frente a linhagem celular de cancer de mama (Glso
16,7 uM), foi bastante similar ao encontrado para a linhagem celular de cancer de
pulméo de ndo pequenas células (Glso 13,5 uM). Contudo, a 30MQ n&o apresentou

efeito citotdxico semelhante frente a linhagens de frente a linhagem celular de cancer
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de mama (Glso 43,7 uM), quando comparado a linhagem celular de cancer de pulméo
de ndo pequenas células (Glso 7,3 pM) (CARINI, 2013).

Estudos referentes ao tipo de morte induzida pela ACB e 30MQ 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 € o mecanismo
de morte celular desejavel, uma vez que indica que a mesma foi realizada de modo
programado, através de estratégias pré-estabelecidas que sado utilizadas no intuito de
atingir mediadores celulares especificos envolvidos no processo (ORRENIUS;
ZHIVOTOVSKY; NICOTERA, 2003). Subsequentemente, analisou-se a ativacédo de
caspases nas células MDA-MB-231 por citometria de imagem celular e Western Blot.
Dentre os achados, observou-se que ACB e 30MQ nédo ativaram caspase-8
(mecanismo extrinseco), mas foram capazes de ativar caspase-3, caspase-7 e
caspase-9. O estudo apontou que a morte celular induzida por ACB e 30MQ foi
ativada pela via intrinseca, ou seja, receptores da mitocondria sdo ativados e
posteriormente induzem a ativacdo da cascata apoptética dentro das células,
culminando na morte celular.

Recentemente, Bassani et al. (2016) solicitaram depdsito de patente junto ao
INPI (BR 10 2016 027068 5), relativa aos resultados promissores de atividade
anticancer da ACB, associada ou n&o a outros constituintes da planta, especialmente
frente a linhagens de células de cancer de pulmao (A549, EKVX e H460); a testes
preliminares de atividade frente a linhagem de melanoma (linhagem A375) (CARINI,
2013); e frente a linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231), cujos resultados foram
obtidos no ambito desta tese de doutorado.

Os resultados in vitro revelam os excelentes efeitos anti-proliferativos e
indutores de apoptose da ACB e da 30MQ na linhagem celular de cancer de mama
humano (MDA-MB-231). Portanto, o presente trabalho abordou temas extremamente
relevantes em relagdo ao protagonismo tanto da ACB quanto da 30MQ como
promissores agentes antitumorais, embora estudos mais aprofundados dos
mecanismos envolvidos, além de estudos in vivo, devam ser realizados para
classificid-los como novos candidatos a quimioterapicos ou agentes quimiopreventivos.
O trabalho também demonstra, especialmente o potencial da ACB a candidato a

agente anticancer, por ser viavel seu isolamento em maior escala, por sua atividade
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frente a células de cancer de mama e pulméao e devido a sua alta seletividade quando

comparado a células epiteliais primarias nao transformadas.
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Conclusdes







¢ As chalconas pertencem a uma classe de moléculas com crescente nimero
de publicacbes cientificas e de registro de propriedade industrial (patentes)
relacionadas com o seu potencial para o tratamento de cancer/tumor, especialmente
a partir de 2007.

e Osresultados de artigos e patentes depositadas durante a tltima década (2006
a 2016) mostraram que as chalconas, tanto naturais como sintética, sdo alvo de
interesse e protecdo da propriedade industrial de produtos ou processos.

e Nos anos de 2014 a 2016 houve um aumento no namero de artigos publicados.
O numero de patentes também foi maior. Os dados indicam o0s avancos crescentes
na investigagéo de chalcones contra o cancer/tumor.

e A ampla utilizacdo das chalconas, nos artigos e patentes pesquisados,
demostraram a possibilidade da utilizacdo destas moléculas em diferentes alvos
terapéuticos, com o intuito de avaliar os mecanismos celulares na atividade
anticancer/antitumoral, além de possibilitar o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos;

e Duas fragOes enriquecidas foram obtidas a partir do extrato das inflorescéncias
de Achyrocline satureioides utilizando um método em escala semi-preparativa por
cromatografia em contracorrente de alta performance num anico ciclo de 60 minutos
de fracionamento: a fracdo 1 (F1) contendo ACB (59,8%) e outros constituintes
(28,46%); e a fracdo 2 (F2) contendo majoritariamente 30MQ (46,0%) e os flavonoides-
agliconas QCT (19,6%), LUT (6,2%).

¢ A fracdo Fi1 contém majoritariamente ACB, mas outros flavonoides-agliconas,
estdo presentes em menores concentracdes. A identidade dos flavonoides-agliconas
foi avaliada por meio de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector
de espectrometria de massa quadrupolo de alta definicdo (UPLC-QTOF/HDMS) e de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Os constituintes identificados foram o canferol,
isocanferol, 3,3’-di-O-metilquercetina, sendo a ocorréncia dos dois ultimos relatados
pela primeira vez em inflorescéncias da Achyrocline satureioides.

e A ACB e a 30OMQ foram isoladas, respectivamente, a partir de F1 e F2 utilizando
cromatografia em contracorrente de alta performance, no modo analitico e em um
unico ciclo. ACB e 30MQ foram obtidas com alto grau de pureza, respectivamente,
98% e 97%, de forma rapida (75 minutos para ACB e 45 minutos para 30OMQ), com
muito bom rendimento nesta etapa (67% para ACB e 65% para 30MQ). Estes
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resultados denotam a eficiéncia e versatilidade do método empregado para o
isolamento das substancias de interesse.

e A ACB apresentou o maior efeito citotoxico em relacdo a linhagem celular
MDA-MB-231 (Glso 16,7 pM), e um indice de seletividade superior a 2 em relacdo a
linhagem de células normais de epitélio de mama MCF-12A. A 30MQ apresentou a
menor efeito citotoxicidade (Glso 43,7 uM) e indice de seletividade inferior a 2. Em
suma, frente a linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 a ACB, demonstrou ser
mais ativa e mais seletiva que a 30MQ.

e ACB e 30MQ induziram a morte celular na linhagem MDA-MB-231 mediante a
ativacdo da apoptose. O mecanismo molecular envolvido no processo foi o intrinseco
(mitocondrial), através da ativacdo das caspase-9, caspase-3 e caspase-7.

e Em seu conjunto, os resultados do presente trabalho abrem perspectivas para
o aprofundamento da investigacao do potencial anticancer de mama da ACB, devido
sua alta atividade e seletividade, mas também pelo fato de poder ser isolada com alta

pureza para os testes biolégicos, a partir das inflorescéncias.
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