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RESUMO

“Achyrobichalcona obtida a partir de Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
Asteraceae: Isolamento, Caracterizacdo, Complexacdo com Ciclodextrina e

Avaliacao da Atividade Antitumoral”

Achyrobichalcona (ACB), objeto de estudo desta tese, € um biflavonoide recentemente
encontrado em Achyrocline satureioides. O objetivo inicial deste trabalho voltou-se ao
isolamento da ACB a partir de um extrato hidroalcodlico de A. satureioides. Para
tanto, um método semi-preparativo utilizando cromatografia em contracorrente de alta
velocidade foi desenvolvido. O isolamento foi realizado em duas etapas: 1) obtengéo
de fracGes enriquecidas em ACB provenientes do fracionamento do extrato; e 2)
isolamento da ACB a partir destas fragcdes enriquecidas. A separacdo foi realizada
utilizando-se um sistema bifasico de solventes: hexano-acetato de etila-metanol-agua,
nas proporcoes 0.8:1:0.8:1, (v/v) para a primeira etapa e 0.9:0.9:0.8:1, (v/v) para a
segunda etapa. O produto resultante foi purificado, cristalizado, identificado e o seu
estado sélido caracterizado. O método resultou na obtencdo de ACB com bom
rendimento (67%) e pureza (proximo a 90%) para uso em estudos posteriores. Um
método indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar todos os lotes de ACB isolada. Os parametros
cromatograficos foram otimizados com o auxilio do desenho experimental Box-
Behnken, gerando o sistema cromatogréafico ideal para a quantificacdo da ACB: 37%
de acetonitrila na fase movel (63% de agua/dcido ortofosférico 1%), fluxo da fase
movel de 1,2 mL/min e 33°C de temperatura da coluna. O estudo revelou que a
resolucdo entre impurezas e o pico da ACB e o fator de retencdo foram
significativamente alterados quanto os parametros cromatograficos foram variados. O
modelo mostrou-se adequado e com boa capacidade preditiva. O método foi validado
com sucesso, sendo linear, especifico, exato e preciso. A robustez foi avaliada pelo
desenho Plackett-Burman, demonstrando que o comprimento de onda de deteccdo e
fluxo da fase movel devem ser rigorosamente controlados, pois influenciam na

concentracdo da ACB. A ACB foi instavel apenas em meio alcalino; sua reacdo de



degradacdo obedeceu a uma cinética de segunda ordem. A etapa seguinte objetivou
avaliar comparativamente as propriedades antitumorais apresentadas por ACB, A.
satureioides e outros flavonoides presentes na planta: quercetina (QCT), luteolina
(LUT) e 3-O-metilquercetina (30MQ). Primeiramente, uma revisdo sobre esse tema
foi elaborada com o objetivo de compilar as principais informagdes descritas na
literatura a respeito das atividades quimioterapéuticas demonstradas para QCT, LUT,
30MQ e A. satureioides. Subsequentemente, desenvolveu-se um estudo experimental
para avaliar as propriedades antitumorais de um extrato de A. satureioides (EXT) e de
seus principais flavonoides, isoladamente ou combinados na mesma proporgéo
encontrada no EXT, frente a A549, uma linhagem de cancer de pulméo de néo-
pequenas células. A citotoxicidade do complexo ACB:hidroxipropil-p-ciclodextrina
também foi avaliada para a A549. Os resultados demonstraram que tanto EXT (I1Csqo:
49 pg/mL) quanto seus flavonoides foram muito citotdxicos para a A549 (ICsqo:
30MQ-7,3 uM>ACB-13,5 uM>LUT-14,6 uM>QCT-51,1 uM), especialmente 30MQ
e ACB, avaliadas pela primeira vez em uma linhagem de cancer de pulmao. O estudo
revelou que os flavonoides foram as U(nicas substancias responsaveis pela
citotoxicidade do extrato. A complexacdo entre ACB:HPBCD resultou em um grande
incremento na solubilidade aquosa da ACB e aumento na citotoxicidade frente a A549
(1Cs00: 9,15 uM). Todas as amostras causaram morte celular por inducdo da apoptose,
sendo que para algumas delas a via extrinseca foi ativada (30MQ, ACB e EXT).
Sendo assim, o estudo demonstrou que A. satureioides e seus flavonoides sdo
promissores agentes antitumorais e que a complexacdo com ciclodextrinas pode
representar uma estratégia tecnoldgica importante no intuito de melhorar as

propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de moléculas bioativas.

Palavras-chave:  Achyrobichalcona,  Achyrocline  satureioides, isolamento,
cromatografia em contracorrente de alta velocidade, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, otimizacdo, validacdo, cancer, antitumoral, quercetina, luteolina, 3-O-

metilquercetina.



ABSTRACT

“Achyrobichalcone from Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae:
Isolation, Characterization, Cyclodextrin Complexation and Evaluation of

Anticancer Activity”

Achyrobichalcone (ACB), object of study of this thesis, is a biflavonoid recently found
in Achyrocline satureioides. The initial objective of this work aimed at ACB isolation
from an A. satureioides hydroalcoholic extract. For this purpose, a semi-preparative
method by high-speed countercurrent chromatography (HSCCC) was developed. The
isolation was achieved in two steps: 1) obtaining ACB enriched fractions from the
fractioning of the extract; and 2) ACB separation from these enriched fractions. The
separation was obtained using a biphasic solvent system: hexane-ethyl acetate-
methanol-water, at proportions 0.8:1:0.8:1 (v/v) for the first step and 0.9:0.9:0.8:1
(v/v) for the second step. The resulting product was purified, crystallized, identified
and the solid state was characterized. The method resulted in ACB in good yield
(67%) and purity (about 90%) for use in further studies. A stability-indicating high
performance liquid chromatographic method was developed in order to evaluate all
batches of ACB isolated. The chromatographic parameters were optimized by Box-
Behnken design, providing the ideal chromatographic system for ACB quantification:
37% of acetonitrile on the mobile phase (63% water/orthophosphoric acid 1%), flow
rate of the mobile phase of 1.2 ml/min and 33°C of column temperature. The
resolution between impurities and ACB peak and retention factor were significantly
changed when chromatographic parameters were altered. The model was suitable, with
good predictive capacity. The method was successful validated, being linear, specific,
accurate and precise. Plackett-Burman robustness test demonstrated that detection
wavelength and flow rate of mobile phase must be strictly controlled because
influenced ACB concentration. ACB was unstable only in alkaline medium, and the
degradation reaction was guided by a second-order kinetics. The next step aimed a
comparative evaluation of the anticancer properties of ACB, A. satureioides extract

and others flavonoids present in the plant: quercetin (QCT), luteolin (LUT) and 3-O-



methylquercetin (30MQ). Firstly, a review of this theme was performed to compile
the main information described in literature about chemotherapeutics activities of
QCT, LUT, 30MQ and A. satureioides. Subsequently, an experimental study was
carried out to evaluate the anticancer properties of an A. satureioides extract (EXT)
and its major flavonoids alone or combined in the same proportion found in EXT,
against A549, a non-small cancer lung cell line (NSCLC). In addition, the cytotoxicity
of a ACB:hydroxipropil-p-cyclodextrin (ACB:HPBCD) complex was also assessed for
A549. The results showed that both EXT (49 pug/mL) as its flavonoids were highly
cytotoxic for A549 (Glsgy: 30MQ-7.3 UM>ACB-13.5 uM>LUT-14.6 uM>QCT-51.1
M), especially 30OMQ and ACB, evaluated for the first time against lung cancer. The
study showed that flavonoids were the unique substances responsible for the
cytotoxicity of the extract. ACB:HPBCD complex allowed a great enhance in water
solubility of ACB and cytotoxicity against A549 (Glsgy,: 9.15 uM). All the samples
induced cell death by apoptosis induction, and for some of them the extrinsic pathway
was activated (30MQ, ACB and EXT). Taken together, the study demonstrated that A.
satureioides and its derived flavonoids are promising anticancer agents and,
additionally, the cyclodextrin complexation can represent an important technological

strategy for improve physicochemical and biological properties of bioative molecules.

Keywords: Achyrobichalcone, Achyrocline satureioides, isolation, high speed
countercurrent  chromatography, high performance liquid chromatography,

optimization, validation, cancer, anticancer, quercetin, luteolin, 3-O-methylquercetin.
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1. Achyrocline satureioides

Produtos de origem vegetal representam importantes fontes para a obtencdo de
substancias ativas terapeuticamente (HARVEY, 2000; BINDSEIL et al., 2001;
CRAGG e NEWMAN, 2013). Especial interesse repousa sobre 0s que possuem uso
tradicional, pois apresentam fortes indicios de efetividade (FABRICANT e
FARNSWORTH, 2001). Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae (Figura 1),
também conhecida como marcela, € uma espécie muito empregada na medicina
popular do sul do Brasil (OLIVEIRA et al., 2012), especialmente por suas
propriedades anti-inflamatdrias, digestivas e carminativas (SIMOES et al., 1988;
SILVA e LANGELOH, 1994; SIMOES et al., 1998; KADARIAN et al., 2002; DE
SOUZA et al., 2007). Além destas, outras inumeras propriedades bioldgicas foram

relacionadas a planta (Tabela 1).

Figura 1. Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae (arquivo pessoal do autor).

As diversas propriedades terapéuticas atribuidas a espécie estdo relacionadas,
frequentemente, aos seus metabdlitos secundarios (RETTA et al., 2012). Dentre estes,
os flavonoides quercetina (QCT), luteolina (LUT) e 3-O-metilquercetina (30MQ) se

destacam, sendo encontrados frequentemente nas preparacdes extrativas
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hidroalcodlicas de suas inflorescéncias, em concentracdes significativas (SIMOES et
al., 1988; DE SOUZA et al., 2002; HOLZSCHUH et al., 2010). Convém mencionar,
também, que uma ampla gama de estudos bioldgicos vem sendo desenvolvidos e
confirmam a bioatividade destes flavonoides, fator que justifica ainda mais a relacéo
destes com as propriedades terapéuticas demonstradas pela planta (HAVSTEEN,
2002; BOOTS et al., 2008; RUSSO et al., 2012).

Tabela 1. Propriedades biologicas relacionadas a espécie Achyrocline satureioides,
mencionadas em estudos in vitro, in vivo e etnofarmacoldgicos.
Atividade bioldgica Referéncia

WAGNER et al., 1985; PUHLMANN et al., 1992;

SANTOS et al., 1999; CONSENTINO et al., 2008

Miorrelaxante, vasorrelaxante ~ SIMOES et al., 1988; HNATYSZYN et al., 2004
ANESINI e PEREZ, 1993; DUARTE et al., 2005;

Antimicrobiana, antifungica, CALVO et al., 2006; GONZALEZ e MARIOLI,

Imunomodulatéria

antibacteriana 2010; JORAY et al., 2011; SABATE et al., 2011;
JORAY etal., 2013
Antiparasitaria DE ARIAS et al., 1995; BRANDELLI et al., 2009
DEMARCHELIER et al., 1998; GUGLIUCCI e
Antioxidante MENINI, 2002; POLYDORO et al., 2004;
FERRARO et al., 2008
Pro-oxidante POLYDORO et al., 2004

ZANON et al., 1999; BETTEGA et al., 2004,
FARAL-TELLO etal., 2012; SABINI et al., 2012
CARNEY et al., 2002; GUGLIUCCI e MENINI,
2002; TROJAN-RODRIGUES et al., 2012

Antiviral

Hipoglicemiante

Hepatoprotetora KADARIAN et al., 2002
Citoprotetora ARREDONDO et al., 2004
Fotoprotetora MORQUIO et al., 2005
Antiobesidade DICKEL et al., 2007
Antiulcerogénica SANTIN et al., 2010
Hipocolesterolémica ESPINA et al., 2012
Anti-inflamatéria SIMOES et al., 1988; DE SOUZA et al., 2007

MORTON, 1975; ARISAWA, 1994; SANTOS e

Antitumoral ELISABETSKY, 1999; RUFFA et al., 2002

Recentemente, uma bichalcona de estrutura e ocorréncia inédita foi isolada a
partir das inflorescéncias da planta, denominada de achyrobichalcona (ACB) ou
4,2’ 4> 2’ -tetraidroxi-6’,6""’-dimetoxi-  4’-O-  4’”’-bichalcona  (Figura  2)
(HOLZSCHUH et al., 2010). Anteriormente, DE SOUZA (2002) ja havia sugerido a

presenca de uma chalcona em um extrato seco de A. satureioides. No entanto, a forma
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monomérica (4,2°,4’-triidroxi-6’-metdxi chalcona) dessa chalcona ja foi encontrada
nas partes aéreas de Achyrocline flaccida (NORBEDO et al., 1982) e a forma
monomérica glicosilada em outras plantas integrantes da familia Asteraceae
(MARUYAMA et al., 1974; BOHLMANN e ABRAHAM, 1979). A presenca desta
chalcona glicosilada também ja foi relatada para flores de outras espécies vegetais
(ROY e PANDEY, 1994).

Figura 2. Estrutura quimica da achyrobichalcona (HOLZSCHUH et al., 2010).

Estudos desenvolvidos recentemente demonstram que varios biflavonoides
apresentam atividades bioldgicas, dentre elas, promissoras propriedades antitumorais
(RAHMAN et al., 2007; SUZART et al., 2007). Neste tocante, o subgrupo de
bichalconas se destaca, tanto as de origem natural quanto as sintéticas (MURAKAMI
et al.,, 1992; LIN et al., 2000; GRYNBERG et al., 2002; MDEE et al., 2003;
ANDERSEN e MARKHAM, 2006; DANIEL et al., 2007; RAHMAN et al., 2007;
SUZART et al., 2007; MIHIGO et al., 2010; REDDY et al., 2011). Convém ressaltar
também que algumas bichalconas naturais mostraram-se bastante citotoxicas frente a
uma ampla gama de linhagens de células tumorais (Tabela 2). A atividade citotoxica
observada para essas biomoléculas estd em concordancia com varios estudos que ja
demonstraram propriedades antitumorais para chalconas (FOREJTNIKOVA et al.,
2005; SAMOSZUK et al., 2005; YE et al., 2005; WON et al., 2005; KIM, 2008;
MOJZIS et al., 2008; VOGEL et al., 2008).
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Tabela 2. Citotoxicidade de bichalconas naturais frente a linhagens de células
tumorais.

Bichalcona Planta de origem Linhagens de células tumorais Referéncia

Adenocarcinoma: pulmdo (NCI- CARVALHO
Luxemburgia H460); renal (RXF-393); mama et al., 2004;

Luxenchalcona octandra (MCF-7); ovariano (OVCAR-3); DANIEL et

colorretal (HT-29) al., 2007

Adenocarcinoma: colorretal

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

-VI Rhus pyroides Rhuschalcona 1V: melanoma MDEE et al.,
(SK-MEL-5, SK-MEL-28 e 2003

UACC-62)

Uma particularidade observada é a semelhanca estrutural da ACB com outras

bichalconas naturais, as quais possuem marcante atividade antitumoral (Figura 3).

OH O

l 1~,I VN

Figura 3. Estrutura quimica de bichalconas naturais, onde: (A) achyrobichalcona
(ACB); (B) rhuschalcona 1V; (C) luxenchalcona; (D) rhuschalcona I (R=R’=Me) e
rhuschalcona IIT (R=Me, R’=H) (MASESANE et al., 2000; MDEE et al., 2003;
CARVALHO et al., 2004; DANIEL et al., 2007; HOLZSCHUH et al., 2010).

Em especial, ACB mostra-se bastante similar a rhuschalcona IV, a mais
citotoxica dentre as avaliadas por MDEE e colaboradores (2003). Neste sentido, o

isolamento da ACB a partir de A. satureioides abre perspectivas para investigacdo de
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suas propriedades bioldgicas, em especial as antitumorais, e em paralelo, possibilita o
entendimento da participacdo da molécula na bioatividade apresentada pela planta,

além de comparéa-la com dados ja observados para os demais flavonoides.

2. Isolamento de produtos naturais por cromatografia em contracorrente de alta

velocidade

A obtencdo de substancias bioativas isoladas de plantas com pureza e
rendimento adequados é essencial para a investigacgdo mais detalhada destas. No
entanto, a etapa de isolamento mostra-se muitas vezes desafiadora devido a dificuldade
de separacdo da substancia-alvo de misturas complexas que constituem os extratos
vegetais. A cromatografia em contracorrente vem se destacando neste sentido,
especialmente por sua capacidade de separacdo eficiente de misturas diversas em
escala preparativa (SUTHERLAND, 2007). Esta técnica é uma forma de
cromatografia de particdo liquido-liquido que emprega duas fases liquidas imisciveis,
onde a fase estacionaria € retida na coluna com a ajuda de um campo de forca
centrifuga enquanto a fase movel passa pela fase estacionaria (BERTHOD et al.,
2002). Geralmente o equipamento é composto por um sistema de tubulagdes (coluna)
dispostas em espiral em torno de bobinas, que se movimentam por meio de giros
planetarios sob um eixo central (Figura 4). A separacdo dos componentes em uma
mistura é alcancada através do particionamento do soluto entre as duas fases do
sistema bifésico de solventes (MCALPINE et al., 1989; SHIBUSAWA e ITO, 2004) .

— —— < Eixode rotagao

Eixo de revolucio

Coluna

(0]

Figura 4. Desenho esquematico de uma coluna rotatdria equipada com giro planetario
(ITO e CONWAY, 1996).
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A cromatografia em contracorrente de alta velocidade (CCC) é uma técnica de
separacdo cromatografica moderna, sendo a mais avancada em termos de eficiéncia de
particdo e tempo de separacdo. Além disso, mostra-se altamente preditiva,
reprodutivel, econdmica, versatil e rapida (SHIBUSAWA e ITO, 2004; MARSTON e
HOSTETTMANN, 2006). Como consequéncia, uma ampla gama de produtos naturais
tem sido separada por CCC, especialmente com a finalidade de isolamento em escala
preparativa (SHIBUSAWA e ITO, 2004; MARSTON e HOSTETTMANN, 2006;
PAULI et al., 2008; DUO-LONG et al., 2011). Sendo assim, esta técnica torna-se uma
opcao interessante para o isolamento de biomoléculas em grande escala, especialmente

quando estudos bioldgicos mais aprofundados sdo desejados.

3. Propriedades fisico-quimicas de chalconas e complexacdo de biomoléculas com

ciclodextrinas

Chalconas sdo substancias comumente conhecidas por conferirem coloracéo
amarela a flores de algumas familias vegetais, como Asteraceae, embora sejam
também encontradas, menos frequentemente, em outros tecidos vegetais. Estes
compostos sdo um dos mais diversos grupos de flavonoides, pois a partir de sua
estrutura basica formam-se ampla gama de dimeros e oligbmeros. As chalconas sao
precursores biossintéticos de todas as classes de flavonoides, sendo que a caracteristica
que distingue chalconas e diidrochalconas de outros flavonoides é a sequéncia de trés
carbonos de cadeia aberta unindo os anéis A e B, substituindo uma estrutura carbonada
heterociclica (Figura 5). Nas plantas, as chalconas sdo convertidas em suas
correspondentes flavanonas por uma reacao estereoespecifica catalizada pela enzima
chalcona isomerase. Esta relacdo estrutural e biogenética entre chalconas e flavanonas
explica porque elas frequentemente co-ocorrem em produtos naturais (ANDERESEN
e MARKHAM, 2006).



27

=0

bo i 2
. P e ot
3T TRpeT T T TREya
L A a | B
4=, P |
g & T
5 5

Figura 5. Estrutura quimica basica de chalconas (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

Dentre os flavonoides, a categoria das chalconas destaca-se por englobar varias
substancias que expressam ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo
propriedades antitumorais, antibioticas, antifingicas, anti-inflamatérias, antimalaricas,
etc. (HAMEED, 2006; HIJOVA, 2006; KATSORI e HADJIPAVLOU-LITINA, 2011,
SAHU et al., 2012). No entanto, observa-se que a maioria destas apresenta baixa
hidrossolubilidade em condicdes fisioldgicas, especialmente em pH 7,5, parametro que
pode dificultar a liberacdo, e consequente absor¢édo, destas substancias in vivo (GIL-
IZQUIERDO et al., 2003; MOKRINI et al., 2006a). Esta caracteristica € claramente
verificada pela formacdo de precipitados apds a transformacdo de flavanonas em
chalconas no trato gastrointestinal (GIL-IZQUIERDO et al., 2003). Além disso, a
dupla ligacdo of3 entre carbonos integrantes da cadeia carbonada que une os aneis A e
B e o0 grau de polarizacdo do grupamento -(C=0)-C=C- induzido pela natureza dos
substituintes dos anéis aromaticos, conferem a algumas chalconas uma maior
instabilidade (MOKRINI et al., 2006a; 2006b).

Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos de origem natural ou
sintética, que apresentam uma cavidade interna hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica. Estas substancias tém sido extensivamente utilizadas como adjuvante
farmacéutico com o intuito de melhorar certas propriedades de farmacos, tais como
hidrossolubilidade, estabilidade e/ou biodisponibilidade. Devido a sua estrutura, as
CDs sdo capazes de acondicionar ampla gama de farmacos lipofilicos em suas
cavidades, alterando, frequentemente, as propriedades biofarmacéuticas destas
substancias (FRIJLINK et al.,, 1991; IRIE e UEKAMA, 1997). Neste contexto, a
utilizacdo de CDs como adjuvante de promoc¢édo da hidrossolubilidade de moléculas
bioativas tem assumido grande relevancia por duas razdes principais. A primeira pela

possibilidade de “rejuvenescer” moléculas tradicionalmente utilizadas na terapéutica,
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cuja seguranca e atividade sd@o bem conhecidas, por meio da melhoria da
hidrossolubilidade e de seu perfil biofarmacéutico. Como ndo ha modificacdo na
estrutura molecular da molécula bioativa, a aprovacdo de novos produtos pelas
agéncias sanitarias tem sido rapida. A segunda razéo esta relacionada com surgimento
anual de milhares de novas moléculas bioativas candidatas a farmacos, cuja elevada
lipofilia tem se tornado um entrave para a sua insercdo no arsenal terapéutico; a sua
associacdo a CDs vem representando uma possibilidade de superagédo deste problema.

Neste sentido, sabe-se que a hidrossolubilidade e a habilidade de permeacéao por
membranas bioldgicas sdo as principais propriedades fisico-quimicas que irdo definir a
bioatividade de grande parte das novas moléculas. A complexacdo de substancias
pouco soluveis em agua com CDs gera um incremento na solubilidade aquosa destas,
mas o0 complexo por si s6 €, em geral, incapaz de permear membranas biol6gicas. No
entanto, as CDs facilitam a permeacdo dessas moléculas nas camadas de difusdo, de
natureza aquosa, existentes na superficie das membranas, como é o caso do muco
presente na superficie do epitélio gastrointestinal. Em experimentos in vitro a
permeacdo por essas camadas também € observada, além do incremento na atividade
estar relacionado ao aumento na hidrossolubilidade de substancias bioativas. Esta
penetracdo também depende das propriedades fisico-quimicas especificas de cada
substancia. Por exemplo, um maior aumento € obtido para aquelas substancias que
formam complexos com constantes de estabilidade (Ki;) entre 50-5000 M™
(LOFTSSON e BREWSTER, 2011). Neste sentido, JORDHEIM e colaboradores
(2009) observaram que a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP BCD) propiciou um
incremento na hidrossolubilidade do agente citotoxico UA911, favorecendo a sua
liberacdo em meio a cultura de células e difusdo por membranas celulares. Outro
trabalho demonstrou que o complexo curcumina:HPBCD possibilitou uma maior
captacdo celular da curcumina e consequente aumento na atividade antiproliferativa
quando comparado a sua forma livre (YADAV et al., 2010). Convém mencionar que a
HP BCD (Figura 6) é amplamente utilizada em experimentos in vitro devido a sua
baixa toxicidade e alta hidrossolubilidade (RAJEWSKY e STELLA, 1996).
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Figura 6. Estutura quimica da hidroxipropil-p-ciclodextrina (www.ashland.com).

Na literatura sdo encontrados alguns estudos de complexacao de chalconas com
CDs, onde o principal foco reside no aumento da hidrossolubilidade destas moléculas
(UTSUKI et al., 1993; ITO et al., 1995). Outros trabalhos também sdo descritos para
diversos flavonoides com as mesmas caracteristicas de reduzida hidrossolubilidade (LI
etal., 1998; FRANCO et al., 2009; BORGHETTI et al. 2011; MEKJARUSKUL et al.,
2013), incluindo estudos com a QCT e 30MQ, biomoléculas presentes em A.
satureioides. Nos trabalhos realizados por SCHWINGEL e colaboradores (2008) e
BORGHETTI e colaboradores (2009), a complexacao dos referidos flavonoides com
B -ciclodextrina ( CD) possibilitou um incremento na solubilidade aquosa e auxiliou
no processo de permeacdo cutdnea ex vivo destas substancias. Nesse sentido, a
complexacdo de flavonoides com CDs representa uma importante estratégia
tecnologica para a solubilizacdo destes em meio aquoso, além de aumentar a
capacidade de penetracdo por membranas e viabilizar o emprego destas moléculas em
sistemas biologicos.






OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Isolamento e caracterizagédo da achyrobichalcona a partir das inflorescéncias de

Achyrocline satureioides objetivando a sua complexacdo com ciclodextrina e a

avaliagéo de seu potencial antitumoral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e purificar, em escala semi-preparativa, identificar e caracterizar, sob 0s
aspectos fisicos e fisico-quimicos, a achyrobichalcona a partir das

inflorescéncias de Achyrocline satureioides;

Desenvolver, otimizar e validar método analitico indicativo de estabilidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificar e monitorar a qualidade

da achyrobichalcona;

Investigar e comparar a atividade antitumoral in vitro encontrada para
achyrobichalcona, quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina (em mistura e
separadamente) e um extrato de Achyrocline satureioides frente a uma
linhagem de céancer de pulmdo de ndo-pequenas células, identificando os

principais mecanismos moleculares envolvidos no processo;

Realizar estudos de complexacdo da achyrobichalcona com hidroxipropil- 8-
ciclodextrina, avaliando a atividade antitumoral in vitro da achyrobichalcona
complexada frente a uma linhagem de cancer de pulméo de ndo-pequenas

células.






CAPITULO I: Semi-preparative isolation of achyrobichalcone from Achyrocline

satureioides by high-speed countercurrent chromatography

Manuscrito submetido a Publicacé@o no periodico “Journal of Separation Sciences”
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Achyrobichalcona (ACB), um novo e promissor biflavonoide encontrado nas
inflorescéncias de Achyrocline satureioides, é o objeto de estudo do presente trabalho.
A ACB foi isolada pela primeira vez por nosso grupo de pesquisa (HOLZSCHUH et
al., 2010), no entanto, para a realizacdo do presente trabalho que tem por objetivo um
estudo mais aprofundado desta substancia, fez-se necessario o desenvolvimento de um
método de isolamento para substancia-alvo em escala semi-preparativa. Sendo assim,

0s objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:

= Obter um extrato seco liofilizado de Achyrocline satureioides, partindo de um
extrato hidroetanolico a 80% das inflorescéncias da planta, para servir como

material de partida para o isolamento;

= Desenvolver um método de isolamento em escala semi-preparativa utilizando-

se a técnica de cromatografia em contracorrente de alta velocidade;

= Utilizar técnicas adicionais de purificacdo para a obtencdo de um produto

isolado sélido;
= Caracterizar do estado sélido para o produto isolado;

= Caracterizar e identificar o produto isolado mediante técnicas cromatogréaficas e

espectroscopicas.






CAPITULO II: Development, optimisation and validation of a stability-indicating

HPLC method of achyrobichalcone quantification using experimental designs

Manuscrito Publicado no periodico “Phytochemical Analysis”
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O isolamento em escala semi-preparativa por cromatografia em contracorrente
de alta velocidade resultou na obtencgéo de varios lotes da achyrobichalcona (ACB) na
forma isolada. Com o objetivo de avaliar a qualidade destes lotes e credenciar as
amostras para estudos futuros, um método indicativo de estabilidade por CLAE foi

desenvolvido. Para tanto, os objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:

= Desenvolver e otimizar um método indicativo da estabilidade por CLAE para a
quantificacdo da ACB, utilizando o desenho experimental Box-Behnken, para a

otimizacdo de parametros cromatogréficos;

= Utilizar os parametros de adequabilidade do sistema como respostas a

otimizacdo das variaveis cromatograficas;

= Validar o método analitico quanto a sua exatiddo, precisdo, especificidade e

linearidade, de acordo com compéndios oficiais;

= Avaliar a robustez do método por meio do desenho experimental Plackett-

Burman;

= Determinar a cinética de degradacdo da ACB em meio alcalino.






CAPITULO IlI: Flavonoids from Achyrocline satureioides: promising

biomolecules for anticancer therapy

Manuscrito a ser submetido a Publicagdo no periodico “Natural Products Report”
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Apobs o isolamento, identificacdo, quantificacdo e avaliagdo da qualidade da
achyrobichalcona (ACB) isolada, estudos biologicos foram delineados para a
substancia. Observando-se que varias chalconas e bichalconas descritas na literatura
apresentam propriedades antitumorais, este foi o foco de investigacdo para a ACB.
Paralelamente, também sdo encontrados relatos de uso popular de Achyrocline
satureioides para o tratamento de tumores, ou seus sinais e sintomas; aléem disso, 0s
demais flavonoides presentes na planta também demonstraram atividades antitumorais
em estudos isolados. Observando-se a vasta gama de informagfes descritas na
literatura a respeito desta temética, um artigo de revisao foi elaborado abordando estes

aspectos, tendo como objetivos especificos:

= Revisar a importancia de produtos naturais, especificamente aqueles derivados
de plantas, como a principal fonte para a procura por novos agentes

quimioterapicos;

= Contextualizar a importancia dos flavonoides como nova classe de metabolitos

secundarios com propriedades antitumorais;

= Abordar as propriedades antitumorais de A. satureioides, tanto em estudos

etnofarmacologicos, quanto em estudos in vitro;

» Realizar uma revisdo atualizada sobre principais propriedades antitumorais
descritas para os flavonoides presentes em A. satureioides, especialmente
quercetina (QCT) e luteolina (LUT);

= Descrever os principais efeitos bioldgicos antitumorais, alvos moleculares e

mecanismos de morte celular descritos para QCT e LUT, principalmente.

= Revisar a acdo antitumoral de QCT e LUT utilizadas em co-tratamentos com

farmacos quimioterapicos tradicionais.






CAPITULO 1V: Anticancer activity of Achyrocline satureioides and its major

flavonoids against human lung cancer cell line

Manuscrito a ser submetido a Publicagdo no periédico “Biochimica et Biophysica

Acta”
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A partir das informacbes relatadas no artigo de revisdo a respeito das
propriedades antitumorais de Achyrocline satureioides e de alguns de seus
flavonoides, buscou-se entender o papel da achyrobichalcona (ACB) na atividade
antitumoral apresentada pela planta e, paralelamente, verificar possiveis associactes
das propriedades desta molécula com as dos outros flavonoides presentes na espécie.
Sendo assim, esta etapa do trabalho teve como objetivo realizar um estudo
comparativo entre um extrato de Achyrocline satureioides (EXT), ACB, 3-O-
metilquercetina (30OMQ), luteolina (LUT) e quercetina (QCT), avaliando a atividade
antitumoral in vitro destes em uma linhagem de cancer de pulméo. Para tanto, os

objetivos especificos foram:

= Realizar uma avaliagdo comparativa entre a citotoxicidade in vitro apresentada
por: EXT, ACB, 30MQ, LUT, QCT e uma mistura destes flavonoides (MIX),

frente a A549, uma linhagem de cancer de pulméo de ndo-pequenas células;
= Avaliar a participacdo dos flavonoides na citotoxicidade apresentada pelo EXT,;

= Awvaliar, paralelamente, a citotoxicidade da ACB frente a outras linhagens de

cancer de pulméo;

= Preparar e caracterizar um complexo entre ACB:hidroxipropil-B-ciclodextrina,

para posteriormente avalia-lo frente a A549;

» Realizar testes para verificar o tipo de morte celular induzida pelos tratamentos;

e, adicionalmente, identificar alguns alvos moleculares envolvidos no processo.






DISCUSSAO GERAL
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