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RESUMO

A dificuldade enfrentada no tratamento do cancer tem levado a diversas pesquisas
visando o desenvolvimento de sistemas que realizem a entrega direcionada de
farmacos, com o objetivo de aumentar a eficacia do tratamento e a diminuicdo de
efeitos adversos. No presente estudo, uma série de chalconas substituidas foram
avaliadas quanto a acgao citotdxica sobre células de adenocarcinoma gastrico (AGS)
e células de cancer de mama (MCF-7) pelo método de MTT-tetrazdlio, destacando-se
0s compostos 3-metoxichalcona, 3-clorochalcona e 3-hidroxichalcona. Considerando
as caracteristicas fisico-quimicas desses compostos, escolheu-se a 3-hidroxichalcona
para incorporacdo em nanoparticulas de silica mesoporosa devido a presenca do
grupo hidroxila, que poderia favorecer o processo de incorporagdo por meio de
interacOes de hidrogénio. A sintese das nanoparticulas de silica mesoporosa (MSN)
e sua modificacao superficial com 3-aminopropiltrietoxilano (APTES) foram realizadas
e, posteriormente, a 3-hidroxichalcona foi incorporada nesses materiais. As
nanoparticulas de silica mesoporosa foram caracterizadas por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA),
analise elementar (CHN), microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia
eletrdnica de transmissdo (MET), potencial zeta e adsorcdo de nitrogénio. Além disso,
ensaios de liberacéo in vitro foram realizados para verificagdo do perfil de liberacao
de 3-hidroxichalcona a partir das amostras de silica mesoporosa. Os resultados
obtidos demostraram que as nanoparticulas de silica mesoporosa exibiram perfil de
liberacé@o gradual e prolongado. No teste de citotoxicidade com as amostras de silica
incorporadas com 3-hidroxichalcona observou-se importante atividade citotoxica (ICso
= 12,93 a 106,67 uM) contra as células AGS e MCF-7, sendo que a amostra MSN-
CHO (ICso

livre (ICso = 47,58 a 47,97 uM). Os resultados indicam que as nanoparticulas

12,93 a 22,30 yM) exibiu efeito citotoxico superior a 3-hidroxichalcona

influenciam de maneira positiva a interagdo da chalcona com as células tumorais.
Apesar de inimeros estudos publicados relatando o potencial farmacolégico das
chalconas, poucos trabalhos relatam a aplicagédo desses compostos em sistemas de
liberacdo de farmacos e os resultados obtidos neste trabalho indicam o grande

potencial que esses materiais possuem para aplicacéo no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Chalconas, cancer, antitumoral, nanoparticulas de silica

mesoporosa, sintese organica.



ABSTRACT

The difficulty faced in treating cancer has led to several researches aimed at
developing systems that perform targeted drug delivery, with the aim of increasing the
effectiveness of treatment and reducing adverse effects. In the present study, a series
of substituted chalcones were evaluated for their cytotoxic action on gastric
adenocarcinoma cells (AGS) and breast cancer cells (MCF-7) using the MTT-
tetrazolium method, highlighting 3-methoxychalcone, 3-chlorochalcone and 3-
hydroxychalcone. Considering the physicochemical characteristics of these
compounds, 3-hydroxychalcone was chosen for incorporation into mesoporous silica
nanoparticles due to the presence of the hydroxyl group, which could favor the
incorporation process through hydrogen interactions. The synthesis of mesoporous
silica nanoparticles (MSN) and their surface modification with  3-
aminopropyltriethoxylane (APTES) were carried out and, subsequently, 3-
hydroxychalcone was incorporated into these materials. The mesoporous silica
nanoparticles were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA), elemental analysis (CHN), scanning electron
microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM), zeta potential and
nitrogen adsorption. Furthermore, in vitro release tests were carried out to verify the
release profile of 3-hydroxychalcone from mesoporous silica samples. The results
obtained demonstrated that the mesoporous silica nanopatrticles exhibited a gradual
and prolonged release profile. In the cytotoxicity test with silica samples incorporated
with 3-hydroxychalcone, important cytotoxic activity was observed (ICso = 12.93 to
106.67 uM) against AGS and MCF-7 cells, with the MSN-CHO sample (ICso = 12.93
to 22.30 uM) exhibited a cytotoxic effect superior to free 3-hydroxychalcone (ICso =
47.58 to 47.97 uM). The results indicate that the nanoparticles positively influence the
interaction of chalcone with tumor cells. Despite numerous published studies reporting
the pharmacological potential of chalcones, few studies report the application of these
compounds in drug delivery systems and the results obtained in this work indicate the

great potential that these materials have for application in cancer treatment.

Keywords: Chalcones, cancer, antitumor, mesoporous silica nanoparticles, organic

synthesis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento incomum e
descontrolado das células, que podem invadir tecidos vizinhos ou 6rgdos a
distancia e atinge milhdes de pessoas anualmente em todo o mundo. As células
cancerosas se dividem de forma incontrolavel e rapidamente, provocando a
formacdo de tumores, que podem espalhar-se para outros locais do corpo,
processo conhecido como metastase (INCA, 2021; OUYANG et al., 2021).

Por ser uma doenca multifatorial, o cancer pode se originar de diversos fatores,
como os fatores externos (presentes no meio ambiente) e os fatores internos
(hormdnios, condi¢cdes imunologicas e mutacdes genéticas). Esses fatores
podem interagir de diferentes formas, dando inicio ao surgimento do céancer.
Entre 80% e 90% dos casos de cancer estdo relacionados a causas externas.
Diversos fatores podem aumentar o risco para o desenvolvimento do cancer,
como as mudancgas provocadas no meio ambiente pela populacdo, habitos e
comportamento humano, como por exemplo, o ato de fumar, consumir alimentos
prejudiciais a saude, entre outros. Os fatores internos estéo ligados a capacidade
do organismo de se defender dos fatores externos causadores do cancer. Apesar
do importante papel do fator genético na formac&o do cancer, séo raros 0os casos
de cancer que séo causados exclusivamente por fatores hereditarios, familiares
e étnicos. Alguns fatores genéticos podem tornar determinadas pessoas mais
suscetiveis a acdo dos agentes cancerigenos ambientais. 1sso pode explicar por
gue algumas pessoas desenvolvem o cancer e outras ndo, mesmo guando
expostas a um mesmo agente cancerigeno (HANAHAN; WEINBERG, 2011,
2INCA, 2021).

O céancer surge a partir de mutacdes genéticas, por meio de alteracées no DNA
da célula. As células com DNA alterado passam a receber instru¢des incorretas
que modificam as fun¢ées normais das células (CROCE, 2008; °INCA, 2021). O
desenvolvimento do céncer se inicia, principalmente, por mutagdes em proto-
oncogenes que codificam proteinas envolvidas na proliferacdo e diferenciagéo
celular e danos em genes supressores de tumor que codificam proteinas
envolvidas na inibicdo do crescimento celular e no processo de apoptose
(PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). Alteracdes genéticas
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ativam os proto-oncogenes provocando sua transformag@o em oncogenes, que
sao responsaveis pela multiplicacao celular descontrolada, assumindo um papel
central na patogénese do cancer (KONTOMANOLIS et al., 2020).

Alteracbes nos proto-oncogenes e nos genes supressores de tumor (Figura 1)
sdo necessarias para o desenvolvimento do cancer e sao favorecidas por
mutagcdo em genes que codificam proteinas envolvidas no reparo de danos ao
DNA. As mutagbes que iniciam o desenvolvimento do cancer s&o clonalmente
selecionadas para favorecer a divisdo celular descontrolada, a auséncia de
inibicdo do crescimento celular em excesso, evasdo do sistema imune, inibicao
da apoptose celular e transmissdo e acumulo de erros de material genético
(PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

Divisdo celular normal Divisao celular anormal
Gene supressor de Proto-oncogene Gene supressor de Proto-oncogene
tumor normal normal tumor mutado mutado
— — — T

LA~

\
Ciclo celular " Ciclo celular
i].ihf normal Perda de fungdo il Ganho de fungéo

Células normais Células cancerosas

« @
\( \

3% \ N~

Figura 1 — Desenvolvimento do cancer (criado com BioRender.com).

O cancer € um dos principais problemas de saude publica no mundo. A cada ano
0 numero elevado de novos casos e 0s altos indices de mortalidade preocupam
especialistas e organizacdes envolvidas em pesquisas sobre o tema. Segundo
a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), foram registrados

19.976.499 de novos casos de cancer no mundo em 2022 (Figura 2), sendo o
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cancer de pulméo o tipo de cancer de maior incidéncia com 2.480.675 novos
casos, seguidos pelo cancer de mama (2.310.051 novos casos), colorretal
(1.926.425 novos casos), de prostata (1.467.854 novos casos) e estdbmago
(968.784 novos casos). Os indices de mortalidade (Figura 3) também chamam
a atencdo, com 9.743.832 mortes provocadas pelo cancer em 2022 no mundo.
Sendo, o cancer de pulmdo (1.817.469 casos), cancer colorretal (904.019
casos), cancer de figado (758.725 casos), cancer de mama (669.846 casos) e 0
cancer de estdbmago (660.175 casos) os tipos de cancer com maior niumero de
mortes mundialmente (IARC, 2024).

Cancer de pulmiao
2.480.675 (12,4%)

Cancer de mama
2.310.051 (11,6%)

Outros
9.956.574 (49,8%)

Cancer colorretal
1.926.425 (9,6%)

Cancer de prostata
1.467.854 (7,3%)

Céancer de estomago
968.784 (4,8%)

Cancer de figado

866.136 (4,3%)

Total: 19.976.499

Figura 2 — Numero de casos de cancer no mundo em 2022 (IARC, 2024).



Figura 3 — Numero de 6bitos por cancer no mundo em 2022 (IARC, 2024).
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467.409 (4,8%)

Total: 9.743.832
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De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA) s&o esperados 704 mil

casos novos de cancer no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025 (*INCA,

2023).

Nas tabelas 1 e 2, sdo mostrados os tipos de cancer de maior incidéncia no Brasil

nos homens em 2023 e o numero de 6bitos em 2021, respectivamente.

Tabela 1 — Tipos de cancer de maior incidéncia nos homens no Brasil em 2023

((INCA, 2023).

Tipo de cancer Casos novos %
Prostata 71.730 30
Coélon e reto 21.970 9,2
Traqueia, Brénquio e Pulméao 18.020 7,5
Estdbmago 13.340 5,6
Cavidade oral 10.900 4,6

Todas as neoplasias 341.350
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Tabela 2 — Numero de 6bitos por tipo de cancer nos homens em 2021, no Brasil
(BINCA, 2023).

Tipo de cancer Obitos %

Prostata 16.300 13,5
Traqueia, Brénquio e Pulméao 15.987 13,2
Colon e reto 10.662 8,8
Estdbmago 9.007 7,5
Esbéfago 6.612 5,5
Todas as neoplasias 120.784

Nas tabelas 3 e 4, sdo mostrados os tipos de cancer de maior incidéncia no Brasil
nas mulheres em 2023 e o numero de 6bitos em 2021, respectivamente.

Tabela 3 — Tipos de cancer de maior incidéncia nas mulheres no Brasil em 2023
(°INCA, 2023).

Tipo de cancer Casos novos %

Mama 73.610 30,1
Colon e reto 23.660 9,7
Colo do utero 17.010 7,0
Traqueia, Brénquio e Pulméao 14.540 6,0
Glandula Tireoide 14.540 54
Estbmago 8.140 3,3
Todas as neoplasias 362.730

Tabela 4 — NUumero de 6bitos por tipo de cancer nas mulheres em 2021, no Brasil
(°INCA, 2023).

Tipo de cancer Obitos %

Mama 18.139 16,4
Traqueia, Brénquio e Pulméao 12.977 11,7
Cdlon e reto 10.598 9,6
Colo do utero 6.606 6,0
Pancreas 6.022 54

Todas as neoplasias 108.318
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O tratamento do céncer pode ser feito através de cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. O uso de quimioterapia contra o cancer € a principal escolha para
o tratamento de muitos tipos de cancer, devido a sua capacidade de atingir todos
0s Orgdos pelo corpo através da corrente sanguinea. Os quimioterapicos
consistem em compostos toxicos que atuam sobre células com alta taxa de
divisdo celular, inibindo a rapida proliferacédo das células cancerosas. Porém,
devido a sua baixa especificidade, os quimioterapicos também atuam sobre
células normais de rdpido crescimento, como as células dos foliculos capilares,
da medula 6ssea e do trato gastrointestinal, causando efeitos colaterais, como
diarreia, perda de peso, hipertenséo, reacdes na pele, queda de cabelo, etc, que
acabam diminuindo a qualidade de vida dos pacientes e limitando o0 uso desses
medicamentos (MANSOURI et al., 2021; PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-
MEDARDE, 2015). Além disso, 0s quimioterapicos apresentam baixa
solubilidade aquosa, baixa biodisponibilidade e muitas vezes baixa eficacia.
Outro ponto negativo da quimioterapia é o longo tempo de tratamento, muitas
vezes o tratamento leva varios meses a anos para ser concluido (HUDA; ALAM;
SHARMA, 2020).

Apesar de importantes avancos no tratamento do cancer, como a terapia alvo e
a terapia combinatéria, a destruicdo indiscriminada de células normais e o0s
efeitos colaterais tdéxicos dos quimioterapicos, bem como o desenvolvimento de
resisténcia sdo um grande problema no tratamento contra o cancer, sustentando
a necessidade de se encontrar novos agentes terapéuticos mais eficazes e mais
especificos para as células tumorais e com menor incidéncia de efeitos colaterais
(CHABNER; ROBERTS, 2005; PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE,
2015).

Em razdo desses problemas, pesquisadores buscam alternativas para o
tratamento do cancer. Entre os diversos compostos estudados, as chalconas,
uma importante classe de produtos naturais, que também pode ser obtida por
rota sintética, vem se destacando devido sua atividade antitumoral promissora,
além de sua facil obtengdo, baixo custo e baixa toxicidade (MAHAPATRA;
BHARTI; ASATI, 2015; OUYANG et al., 2021).
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1.2 CHALCONAS

Chalconas (1,3-diaril-prop-2-en-1-onas) sdo uma importante classe de produtos
naturais. Elas sédo importantes precursores na biossintese dos flavonoides e
exibem diversas atividades bioldgicas, tais como a¢édo anticAncer, antimalarica,
antibacteriana, anti-inflamatoria, antiprotozoéaria, antifangica, antiviral e
antioxidante (DONG et al., 2008; SINGH; ANAND; KUMAR, 2014).
Quimicamente, as chalconas (1) podem ser definidas como cetonas a,B-
insaturadas onde tanto a carbonila quanto a porcao olefinica estdo ligadas a
grupamentos aromaticos (Figura 4) (SHAIK; VIDYA; SHAIK, 2015). Elas podem
ser encontradas nas duas formas estereoisoméricas, cis e trans, porém a trans

prevalece por ser termodinamicamente mais estavel (AKSOZ; ERTAN, 2011).

O
2, B2
IOEED)
o
4 6 6 4
5 1 5

Figura 4 — Estrutura geral das chalconas (adaptado de SHAIK; VIDYA; SHAIK,
2015).

As chalconas e seus derivados tém atraido cada vez mais a atencdo de
pesquisadores devido a inUmeras aplicacdes farmacoldgicas que apresentam.
As chalconas sdo capazes de se ligar a multiplas classes de receptores e
enzimas com elevada afinidade. As diversas atividades biolégicas que as
chalconas apresentam sao em grande parte atribuidas aos diferentes padrées
de substituicbes nos anéis aromaticos que elas podem exibir, e essas atividades
podem ser alteradas dependendo do tipo e da posicdo dos substituintes nos
anéis aromaticos (PAREEK et al., 2013; SINGH; ANAND; KUMAR, 2014; UGWU
et al., 2015).

Diversas vias sintéticas sao relatadas para a preparacao de chalconas, porém a
metodologia mais utilizada € a reacéo de condensacédo de Claisen-Schmidt com
catélise basica ou acida. Embora ambos os catalisadores possam ser usados
nestas reacdes, os catalisadores basicos (NaOH, KOH) fornecem melhores
rendimentos em comparacao com os catalisadores acidos, como HCI ou H2SO4
(AKSOZ; ERTAN, 2011; BUKHARI et al., 2013).
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A reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt sob catalise béasica pode ser
visualizada como exemplo, pela reacédo da acetofenona (2) com o benzaldeido
(3) utilizando-se uma base forte como catalisador, tal como NaOH ou KOH em

um solvente polar como metanol (SUWITO et al., 2014), Figura 5.

(@] (0] (@]
/
s e~ Nsnn e
—_ >
Metanol
2 3 1

Figura 5 — Sintese de chalconas através da reacdo de Claisen-Schmidt
(adaptado de SUWITO et al., 2014).

Diversos estudos tém relatado que as chalconas podem ter como alvo as
principais vias envolvidas no inicio e na progressdo do cancer. As chalconas
possuem uma estrutura que pode ser convenientemente modificada para
potencializar e alterar as atividades biolégicas desses compostos. Diferentes
grupos funcionais (carboxilas, hidroxilas, metoxilas, halogénios, etc) podem ser
adicionados a estrutura das chalconas, permitindo a ligacdo desses compostos
a diferentes alvos moleculares envolvidos no cancer, potencializando a atividade
desses compostos (OUYANG et al., 2021).

Muitos estudos foram publicados relacionados a atividade antitumoral das
chalconas contra diversos tipos de cancer, inclusive resistentes aos
quimioterapicos utilizados atualmente (MAI et al., 2014; SYAM et al., 2012). Por
exemplo, WILHELM et al. (2022) avaliaram a atividade citotoxica de 4 chalconas
(Figura 6) contra células de cancer de mama (MCF-7) e verificaram que os
compostos mais ativos foram a 3-hidroxichalcona (ICso de 12,9 uM) e a 4-bromo-
4’-metoxichalcona (ICso de 13,1 pM), enquanto que a 4-hidroxichalcona (ICso de
22,5 yM) e a 4-hidroxi-4’-metoxichalcona (ICso de 30,9 pM) apresentaram

citotoxicidade moderada em comparacdo com 0s compostos mais ativos.
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Figura 6 — Estrutura da 3-hidroxichalcona (1), 4-bromo-4’-metoxichalcona (2), 4-

hidroxichalcona (3) e 4-hidroxi-4’-metoxichalcona (4).

WEI et al. (2018) avaliaram a atividade citotoxica da chalcona Xanthohumol (5)
(Figura 7) contra células de cancer gastrico (AGS) e observaram importante
atividade citotoxica com ICso de 16,04 pM. Foi observado também que o
Xanthohumol exibiu baixa toxicidade contra células epiteliais gastricas normais
(GES-1) com ICso de 285,26 pM, indicando que essa chalcona possui maior
seletividade para células de céancer do que para células normais do corpo

humano.

CH, OH ©

LT
HO OCH;4 OH

5

Figura 7 — Estrutura da chalcona Xanthohumol.

Esses resultados mostram que as chalconas exibem importante atividade
citotbxica e que essa atividade pode ser influenciada pelos substituintes
presentes em sua estrutura, indicando o potencial que esses compostos

possuem para emprego no tratamento do cancer.

Nesse mesmo campo, muitos estudos tém sido feitos para caracterizar o
mecanismo de acdo antitumoral das chalconas. As chalconas podem interagir
com diversos alvos celulares, como a proteina MDM2 (importante inibidor da
proteina supressora de tumor p53), proteina p53 (desempenha um papel
importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na inducédo de
apoptose), tubulina, NF-kB (fator nuclear kappa B), VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), VEGFR-2 (receptor do VEGF), Bax/Bcl-2 (proteinas
envolvidas no processo de apoptose), caspases (enzimas envolvidas no
processo de apoptose), entre outros. Essa capacidade de interagir com multiplos

alvos celulares, torna as chalconas muito atraentes para o desenvolvimento de
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compostos com atividade anticancer direcionados a um ou mais alvos
especificos (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015; OUYANG et al., 2021).

Um agente anticancer ideal deve ter alta especificidade para as células tumorais,
alta eficacia e baixa incidéncia de efeitos colaterais. Nesse sentindo, a
nanotecnologia vem ganhando bastante destaque na area de desenvolvimento
farmacéutico, devido a possibilidade de contornar problemas de baixa
especificidade apresentado pelos farmacos anticAncer e de minimizar a

toxicidade exibida por esses compostos (ALl et al., 2021).

1.3 NANOTECNOLOGIA E O TRATAMENTO DO CANCER

A nanotecnologia oferece novas possibilidades para a criagdo de novos
materiais e para o desenvolvimento de novas formas de liberacdo de farmacos.
Dessa forma, a nanotecnologia tem sido utilizada para melhorar a funcionalidade
de farmacos e excipientes utilizados na producdo de medicamentos. Por
exemplo, as nanoparticulas podem melhorar a dissolugdo de farmacos
administrados por via oral o que pode acarretar uma maior absorcédo e
biodisponibilidade. Para formas de liberacdo parenteral, as nanoparticulas
podem aumentar o volume de distribuicdo, melhorando as propriedades
farmacocinéticas dos farmacos ativos (TYAGI; SUBRAMONY, 2018).

Os sistemas baseados em nanotecnologia vém ganhando popularidade como
veiculos para o transporte e entrega de medicamentos quimioterapicos devido a
sua capacidade de direcionar os quimioterapicos especificamente para as
células cancerosas (ALl et al.,, 2021). Os farmacos podem ser ligados
covalentemente, conjugados ou aprisionados nas estruturas dos
nanocarreadores, que podem ser feitas de diferentes materiais, como polimeros,
lipideos e moléculas inorganicas (Figura 8) (DANHIER; PREAT, 2010; PEREZ-
HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015; MITCHELL et al., 2021).
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Figura 8 — Tipos de nanoparticulas (adaptado de MITCHELL et al., 2021) (criado
com BioRender.com).

Nanocarreadores sdo sistemas coloidais em escala nanométrica capazes de
transportar agentes anticancer, como moléculas de baixo peso molecular e
macromoléculas como genes e proteinas, diretamente para as células tumorais
alcancando concentracdes citotoxicas maiores, com menor incidéncia de efeitos
colaterais em comparacdo com os farmacos na sua forma livre. Além disso, os
nanocarreadores podem proteger o farmaco da degradacéo pelo metabolismo,
reduzem a depuracdo renal, aumentam a biodisponibilidade do farmaco,
permitem o controle da cinética de liberacdo e melhoram a solubilidade de
compostos insollveis (DAVIS; CHEN; SHIN, 2008; PEREZ-HERRERO;
FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

Atualmente, existem no mercado diversos medicamentos produzidos a partir da
nanotecnologia, como, por exemplo, o medicamento Doxil® (doxorrubicina
lipossomal peguilada), o primeiro nhanofarmaco aprovado pela FDA, utilizado no
tratamento de cancer de mama metastatico, cancer de ovéario avancado e
sarcoma de Kaposi, os medicamentos Abraxane® (nanoparticulas de paclitaxel
ligado a albumina) e o Myocet® (complexo de doxorrubicina-citrato encapsulado
em lipossomas). Esses medicamentos nanotecnologicos apresentam melhores
beneficios em relagédo aos medicamentos na forma isolada, como maior tempo
de meia-vida, podendo ser administrados com menor frequéncia entre uma dose
e outra, além de exibirem melhor perfil de captacdo por parte das células
tumorais, reduzindo os niveis plasmaticos dos farmacos citotoxicos e a sua
toxicidade em tecidos normais, exibindo menos efeitos adversos (POONIA,
LATHER; PANDITA, 2018).
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Entre os nanocarreadores utilizados, a silica mesoporosa vem se destacando
devido as suas propriedades fisico-quimicas, como a possibilidade de liberacéo
controlada de farmacos, alto grau de pureza, boa compatibilidade quimica e
biolégica, grande area de superficie e volume ajustavel dos poros. A grande area
de superficie presente na silica mesoporosa permite que VArios grupos
funcionais sejam ligados a um local especifico na superficie da nanoparticula. A
silica mesoporosa pode promover a difusdo dos farmacos inseridos nos seus
poros, bem como prevenir a liberagdo precoce dos compostos transportados
(HUDA; ALAM; SHARMA, 2020).

1.4 NANOPARTICULAS DE SILICA MESOPOROSA

Silicas mesoporosas sdo compostos a base de silicatos que apresentam
estruturas altamente organizadas. Os materiais porosos podem ser classificados
em trés grupos com base no tamanho dos poros das nanoparticulas -
MICroporosos, Mesoporosos e macroporosos, apresentando tamanho de poro
menor que 2 nm, entre 2 e 50 nm e maior que 50 nm, respectivamente (GUPTA;
QUADROS; MOMIN, 2023).

Os primeiros materiais mesoporosos foram desenvolvidos pela Mobil Research
and Development Corporation no ano de 1992. As nanoparticulas produzidas
pelos pesquisadores da Mobil foram denominadas de Mobil Composition of
Matter n° 41 (MCM-41) e possuiam morfologia hexagonal e poros uniformes.
Inicialmente, esses materiais foram utilizados como peneiras moleculares para
adsorcdo de gases e para separacdes cromatograficas em coluna. Apés isso,
diversos tipos de nanoparticulas mesoporosas foram sintetizadas e utilizadas
para diferentes tipos de aplicacbes (GUPTA; QUADROS; MOMIN, 2023; DE
OLIVEIRA et al., 2023).

As nanoparticulas de silica mesoporosa podem ser divididas em diferentes
familias (Figura 9), dependendo de caracteristicas como tamanho dos poros,
didmetro das particulas, area superficial e método de sintese. Entre as varias
estruturas de silica mesoporosa, as familias Santa Barbara Amorphous (SBA-),
Mobil Composition of Matter (MCM-) e Michigan State University Materials (MSU-
) sdo amplamente estudadas no campo da nanotecnologia. Uma numeragéao é
utilizada para diferenciar os materiais, que podem exibir diferentes formas,

arranjos e tamanhos de poros dentro de uma mesma familia de materiais
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mesoporosos. Por exemplo, a silica mesoporosa MCM-41 possui estrutura de
poros hexagonal e unidirecional, enquanto que a silica MCM-48 possui estrutura
de poros cubicos tridimensionais (AHMADI et al., 2022; DE OLIVEIRA et al.,
2023).

MCM-48 P
eeee,’
Tipos de ® ""'
materiais
mesoporosos
MCM-50

Figura 9 — Tipos de materiais mesoporosos (adaptado de o OLIVEIRA et al.,
2023).

O método geral de preparacao das nanoparticulas de silica mesoporosa consiste
na utilizacdo de precursores de silica, como tetraetila ortossilicato (TEOS),
tetrametoxissilano e silicato de sodio para geracao de silica. Surfactantes como
brometo de cetiltrimetilamonio, Pluronic® P123 e Pluronic® F127 s&o utilizados
como direcionadores de estrutura. Catalisadores basicos como hidroxido de
amonio, hidroxido de sédio e trietanolamina sdo utilizados para hidrolisar os
precursores de silica. Apds esse processo, 0s mondmeros de silica hidrolisados
sédo condensados com as micelas do surfactante que atuam como modelos para
a formacdo de nanocompdsitos mesoestruturados. Esses nanocompaositos sao
entdo calcinados ou tratados com solventes que irdo promover a retiradas dos

direcionadores de estrutura formando, assim, os poros das nanoparticulas de
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silica mesoporosa. Um solvente alcodlico como etanol, butanol, metanol ou
propanol pode ser adicionado a reacdo para aumentar a solubilidade do
precursor de silica, aumentando assim a sua taxa de hidrélise (GUPTA;
QUADROS; MOMIN, 2023). O processo de formac¢do do agente responsavel por
promover o direcionamento da estrutura baseia-se na agdo de um tensoativo
que, ao entrar em contato com um solvente, desencadeia um processo de
autoagregacao, ocasionando a formacdo de micelas poliméricas em um
mecanismo conhecido como Moldagem de Cristal Liquido (LCT). Desde a
descoberta dos materiais mesoporosos ordenados pela Mobil Corporation, a
composicdo dos surfactantes que direcionam a estrutura, bem como as
condicBes sob as quais ocorre a formacédo de uma estrutura ordenada, tém sido
exploradas e os surfactantes catibnicos, poliméricos e ndo ibnicos tém sido
usados para sintetizar novos compostos mesoporosos (DE OLIVEIRA et al.,
2023).

Caracteristicas como tamanho de particula, morfologia e tamanho de poro
dependem da concentragcdo dos componentes utilizados na sintese e nas
condicBes reacionais. As variaveis que controlam a formac&o da nanoparticula
de silica mesoporosa incluem o tipo de precursor de silica e o agente
direcionador de estrutura utilizado, juntamente com a temperatura da reagao, pH
do meio, velocidade e tempo de agitacdo. Qualquer variacdo nesses parametros
afeta a morfologia e o tamanho dos poros da nanoparticula (AHMED et al., 2022;
GUPTA; QUADROS; MOMIN, 2023).

As nanoparticulas de silica mesoporosa sdo particularmente atraentes para
aplicacdo no tratamento do cancer devido a possibilidade de sintese de
nanoparticulas de diferentes morfologias, diametros e arranjos de poros, grande
area de superficie e diversas opc¢bes para funcionalizacdo da superficie. A
funcionalizacdo de nanoparticulas de silica mesoporosa pode ser feita a partir
de moléculas organicas e inorganicas, polimeros, ligantes, receptores,
encapsulacdo de moléculas com capacidade de liberagcdo controlada, entre
outros. Essa caracteristica leva a possibilidades aparentemente infinitas para
projetar nanocarreadores avancados que exercem multiplas fungbes, como o
direcionamento especifico para as células cancerosas (KNEZEVIC et al., 2013;
ZIVOJEVIC et al., 2021).
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Os grupos silandis presentes na superficie das nanoparticulas ajuda no facil
processo de funcionalizacdo. Véarias abordagens tém sido empregadas para
funcionalizar ligantes na superficie das nanoparticulas. Esse processo modifica
as propriedades fisico-quimicas desses materiais, auxiliando no processo de
incorporacdo de substancias bioativas, no processo de direcionamento sitio
especifico e na liberacdo controlada de farmacos. Grupos funcionais como
hidroxilas, carboxilas, polietilenoglicéis (PEG) e aminas tém sido amplamente
empregados no processo de funcionalizacdo das nanoparticulas. Por exemplo,
materiais mesoporosos funcionalizados com grupos amino exibem propriedades
de liberacdo controlada de farmacos devido a interacdes eletrostaticas e de
hidrogénio com as moléculas carreadas (AHMED et al., 2022; CIPRESTE et al.,
2021).

Uma abordagem importante consiste na funcionalizacéo das nanoparticulas de
silica com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (Figura 10), um alcoxissilano
frequentemente utilizado no processo de modificagdo superficial de
nanoparticulas. A funcionalizacdo dos materiais mesoporosos com APTES
adiciona grupos amino a superficie das nanoparticulas, que passam a exibir
propriedades de adsorcdo e liberacdo controlada de farmacos distintas em
comparagcdo com 0s materiais ndo funcionalizados. Além de servir como base
para adicdo de outras moléculas com diferentes propriedades a superficie das
nanoparticulas e a possibilidade interagbes com novos alvos terapéuticos
(AHMED et al., 2022; JIA et al., 2013; MOHEBIAN et al., 2021).
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Figura 10 — Funcionalizacéao de nanoparticulas de silica mesoporosa (MSN) com
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES).

Outra caracteristica importante que torna as nanoparticulas atraentes para
utilizag&o no tratamento do cancer consiste na possibilidade de direcionamento
sitio especifico ativo ou passivo para as células cancerosas. O direcionamento
passivo (Figura 11) consiste na acumulacdo das nanoparticulas nos tecidos

tumorais devido ao efeito de permeacéo e retencdo aumentados (EPR). Esse
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efeito acontece devido ao processo de angiogénese irregular que ocorre nos
tecidos tumorais levando ao desenvolvimento de espacamentos nas células dos
vasos sanguineos com diametros entre 100 nm a 2 ym. Dessa forma, as células
endoteliais que formam os vasos sanguineos dos tecidos tumorais apresentam
permeabilidade aumentada em relagcdo aos vasos sanguineos dos tecidos
normais. Além disso, a vasculatura tumoral € caracterizada por um sistema
linfatico com drenagem deficiente que possibilita 0 acimulo de farmacos nesses
tecidos. Essas caracteristicas facilitam o extravasamento das nanoparticulas
para o interior dos tecidos tumorais e o seu acumulo em maior quantidade do
gue nos tecidos normais, permitindo que os tratamentos sejam mais eficientes e

seletivos e com a menor incidéncia de efeitos colaterais (CIPRESTE et al., 2021).
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Figura 11 — Direcionamento passivo de nanoparticulas para células tumorais
(adaptado de KHETAN et al., 2022) (criado com BioRender.com).

O direcionamento ativo (Figura 12) consiste na funcionalizagdo da superficie das
nanoparticulas com ligantes especificos que possuem afinidade para receptores
superexpressos nas células cancerosas, com objetivo de entregar seletivamente
um farmaco anticancer. As nanoparticulas de silica mesoporosa podem ser
conjugadas a varios ligantes, como acido fdlico, proteinas, peptideos, anticorpos
monoclonais, manose, galactose, &cido hialurénico, transferrina, aptameros e
outros. A ligacdo das nanoparticulas aos receptores expressos nas células
cancerosas promove a endocitose das nanoparticulas, permitindo uma entrega
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mais especifica de agentes terapéuticos diretamente para as células tumorais
(ZHOU et al., 2018; CIPRESTE et al., 2021).
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Figura 12 — Direcionamento ativo de nanoparticulas para células tumorais
(adaptado de ZIVOJEVIC et al. 2021; KHETAN et al.,, 2022) (criado com
BioRender.com).

As nanoparticulas de silica mesoporosa exibem grande area de superficie e
porosidade bem estruturada. Essas caracteristicas podem ser utilizadas para
transportar diferentes tipos de compostos, incluindo farmacos, nucleotideos,
compostos insolliveis em agua, entre outros, bem como a combinacao destes
que podem ser liberados dentro das células cancerosas para aumentar a
concentragdo de um agente anticancer, visando o aumento da eficacia do
tratamento e a minimizacao de efeitos adversos (CHEN et al., 2019; ZIVOJEVIC
et al., 2021).

Mesmo com o avanco farmacéutico e tecnolégico nos ultimos anos, o cancer
ainda é uma das principais causas de morte em todo o mundo.
Consequentemente, h4 uma necessidade urgente para a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos. Nesse contexto, inUmeras
pesquisas buscam novas estratégias para o tratamento do cancer, incluindo o
tratamento direcionado, onde se busca como alvo apenas a célula cancerosa,

minimizando os efeitos colaterais (ALI et al., 2021).

Apesar de inumeros estudos publicados relatando o potencial farmacolégico das
chalconas, poucos trabalhos relatam a aplicacdo desses compostos em

sistemas mesoporosos de liberacdo de farmacos (SAYED et al.,, 2018;
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ALHARTHI et al., 2022; KRAJNOVIC et al., 2022) e nenhuma publicacéo cita a
aplicacdo desses compostos e sistemas contra as células testadas neste
trabalho, tornando relevante o estudo realizado por ser tratar de um trabalho
inédito. Dessa forma, a formulacdo de nanoparticulas com chalconas podem
surgir como potenciais candidatas a farmacos para o tratamento do céncer,
devido a sintese econdmica, facil e rapida das chalconas e a possibilidade de
tratamento direcionado com emprego das nanoparticulas de silica mesoporosa,
gue podem aumentar a especificidade e a efetividade das chalconas contra as

células tumorais.
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2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, o cancer tem sido um dos principais problemas de saude
publica no Brasil e no mundo. A incidéncia e a mortalidade vém crescendo ano
apos ano devido ao envelhecimento da populacdo, ao crescimento populacional
e a prevaléncia de fatores de riscos, especialmente aos associados ao
desenvolvimento socioecondmico. Segundo a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Céancer (IARC), em 2022, surgiram mais de 19 milhdes de
novos casos de cancer no mundo e até 2045 estima-se que esse numero seja
superior a 30 milhdes de novos casos. No Brasil, de acordo com o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), sao esperados 704 mil novos casos de cancer para
cada ano do triénio 2023-2025. Para o cancer de mama, estimam-se 74 mil
casos novos previstos por ano até 2025. Além disso, o cancer de estdbmago esta
entre os tipos de cancer de maior incidéncia no Brasil, com 21.480 casos novos

casos no ano de 2023.

Esses numeros alarmantes tém levado cientistas a uma busca constante por
novos tratamentos para o cancer, que sejam eficazes e com menor incidéncia
de efeitos colaterais, alinhado com formulac¢des farmacéuticas que promovam a
entrega de farmacos com alta especificidade, como as em sistema
nanoestruturado. Diante do exposto, propomos nesse trabalho a avaliagcdo da
atividade antitumoral em linhagem celular de cancer de mama e de estbmago de
chalconas sintéticas em sistema nanoestruturado, visando a producdo de

potenciais candidatos a farmacos antineoplasicos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antitumoral de uma série de chalconas substituidas e de

nanoparticulas de silica mesoporosa incorporadas com chalcona contra

linhagens de células do cancer de mama (MCF-7) e de adenocarcinoma gastrico
(AGS).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito citotoxico das chalconas obtidas sobre linhagem celular de
cancer de mama e de adenocarcinoma géstrico;

Analisar a relacdo da estrutura das chalconas com sua atividade antitumoral;
Preparar e caracterizar a nanoparticula de silica mesoporosa (MSN).
Funcionalizar e caracterizar a silica mesoporosa MSN com APTES.

Verificar a influéncia da funcionalizacdo nas propriedades fisico-quimicas da
silica mesoporosa.

Realizar a formulacdo e a caracterizacdo da chalcona mais ativa e com
caracteristicas fisico-quimicas que favorecam a incorporacdo em
nanoparticulas de silica mesoporosa e posterior avaliacdo de atividade
antitumoral.

Avaliar o perfil de liberacdo da chalcona incorporada nas nanoparticulas de

silica mesoporosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS CHALCONAS SUBSTITUIDAS

Para a preparacao das chalconas substituidas utilizou-se a metodologia descrita
por NGO et al. (2014). A um erlenmeyer de 50 mL, equipado com agitacdo
magnética, adicionou-se 5 mmol de aldeido aromatico, 5 mmol de cetona
aromatica, 10 mL de metanol e 1 mL de solucdo de hidréxido de sodio 30%. A
mistura resultante foi agitada magneticamente por aproximadamente 1,5 h a
temperatura ambiente. ApGs esse tempo, a mistura reacional foi deixada na
geladeira durante a noite. O produto obtido foi filtrado a vacuo com funil de

Buchner e lavado com agua e etanol gelado.

As estruturas das chalconas foram confirmadas por andlises de Infravermelho e

RMN de 13C e 'H (material suplementar — apéndice).

4.2 AVALIAC;AO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO

4.2.1 Linhagens celulares

Células de fibroblastos NCTC clone 929 (L-929) (ATCC CCL-1™), células de
cancer de mama (MCF-7) (ATCC HTB-22™) e células de adenocarcinoma
gastrico humano (AGS) (ATCC CRL — 1739™) foram obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro. As células AGS foram mantidas em meio DMEM F-
12 (Dulbecco’s modified eagle médium Nutrient Mixture F-12) (Vitrocell cod.
02037, Sao Paulo, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(v/v) e as células L-929 e MCF-7 foram mantidas em meio DMEM alta glicose
suplementado com 10% e 20% de soro fetal bovino, respectivamente, e
incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera contendo 5% de CO2 em diferentes
periodos até atingirem confluéncia de aproximadamente 80-90%. Apds, as
células foram removidas com solucdo de tripsina e contadas em camara de

Neubauer para obtencao dos valores de concentragéo celular.

4.2.2 Procedimento

100 yL de DMEM suplementado com aproximadamente 1,2 x 10* células/mL
(AGS) e 1 x 10° células/mL (L-929 e MCF-7) foram distribuidos em microplacas
de 96 pocos para cultura e incubadas a 37 °C/5% CO:2 por 24 horas. ApoOs esse
periodo, o meio foi removido e as células aderidas foram tratadas com 100 pL
de diferentes concentracdes de amostras de chalconas e de amostras de silica

em DMEM suplementado e incubadas a 37 °C/5% de CO:2 por 48 horas para as
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células AGS ou 24 horas para as células L-929 e MCF-7. Apds incubacéo, as
placas foram preparadas para o teste do MTT-tetrazdlio (MOSMANN, 1983).
Cisplatina foi utilizada como controle positivo (padrao citotoxico). Os testes foram
acompanhados de crescimento controle negativo (sem tratamento), realizados

em triplicata e repetidos no minimo 3 vezes.

4.2.3 Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) indica a seletividade de uma substancia entre
células neoplasicas e ndo neoplasicas, e € determinado pela relacéo dos valores
obtidos de ICso (indice citotoxico 50%) destas linhagens. A relagdo é obtida

através da seguinte formula:

IS= ICso célula ndo neoplasica/lCso célula neoplasica
Onde célula ndo neoplasica é a linhagem de células de fibroblastos NCTC clone
929 (L-929) e célula neoplasica, a linhagens de cancer de mama (MCF-7) e/ou
de adenocarcinoma gastrico (AGS).
O IS indica o potencial destas substancias para testes pré-clinicos e clinicos. E
considerado significativo valor de IS maior ou igual a 2,0 demonstrando que a
substancia é mais ativa em células neoplésicas (BADISA et al., 2009).
4.3 ANALISE ESTATISTICA
Andlise estatistica descritiva foi realizada a fim de verificar a reprodutibilidade e
validacéo dos resultados e andlise por ANOVA combinada com teste de Dunnet
para averiguar diferencas estatisticamente significativas dos resultados obtidos
apos tratamento com a amostra e controle (sem tratamento). Analises de
regressdo nao linear de quatro parametros e resposta normalizada foram

empregadas para calculos do indice citotéxico 50% (ICso).

4.4 OBTENQAO DAS NANOPARTICULAS DE SILICA MESOPOROSA

Para incorporacdo nas nanoparticulas de silica mesoporosa, escolheu-se a
chalcona que apresentou, em conjunto, melhor atividade citotoxica e que
possuia caracteristicas fisico-quimicas que poderiam favorecer o0 processo
incorporagao. Posteriormente, foi testada a citotoxicidade das nanoparticulas
incorporadas com a chalcona contra células de cancer de mama (MCF-7) e de

adenocarcinoma gastrico (AGS).
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4.4.1 Sintese das nanoparticulas de silica mesoporosa

Para a preparacdo das nanoparticulas de silica mesoporosa (MSN) foi utilizada
a metodologia descrita por SHI et al. (2016) com alteracbes. Em um baldo de
fundo redondo adicionou-se 250 mL de &4gua e o baldo foi colocado em banho
de glicerina. Posteriormente, preparou-se uma solu¢cao com agua e 3 g de NH4F
(pH ~7). Em seguida, adicionou-se 1,8 g do copolimero em bloco Pluronic® -
F127 e o ortossilicato de tetraetila (TEOS) a 40,3 mmol, sob agitacdo magnética.
A reacéo foi mantida por 1 hora na temperatura de 78 °C. Em seguida, a mistura
foi resfriada com ajuda de banho de gelo e agua e apds 10 min, o material foi
centrifugado e coletado.

Extracdo do template F127 por solvente

Para realizar a extragdo do template por solvente, a amostra (500 mg) foi
dispersa em 50 mL de solucéo de etanol/acido cloridrico 1% v/v permanecendo
em agitacao a 80 °C. Essa amostra foi centrifugada e lavada por uma sequéncia
de solventes: etanol, acetona e dgua. Apds remocao do surfactante F127 pelo
método de extracdo com solvente, usando etanol e &cido cloridrico a 1% v/v, as

nanoparticulas de silica mesoporosa foram obtidas.

44.1.1 Modificagdo da superficie das matrizes com  3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES)

Foi utilizado o método pds-sintese para realizar a modificagdo superficial dos
nanomateriais estudados. As silicas mesoporosas foram modificadas
superficialmente por meio da reagao entre a silica e 3-aminopropiltrietoxisilano —
APTES. Para funcionalizagéao foi utilizada a mesma metodologia descrita por
ANDRADE et al. (2020), na qual a analise de espectroscopia de fotoelétrons de
raios-X (XPS) confirmou que a ligacdo entre os grupos silandis presentes na
superficie da silica e as moléculas de 3-aminopropiltrietoxisilano ocorreu de
forma covalente.

Nesta etapa, utilizou-se 500 mg de silica mesoporosa MSN previamente seca
em um baldo de fundo redondo de trés bocas em agitagdo mecéanica em 30 mL
de tolueno. Em seguida foi adicionado a esta suspensédo 4 mEq do agente
funcionalizante APTES. Esta mistura foi mantida sob refluxo durante 24 horas a
temperatura de 80 °C. O sdlido resultante foi filtrado em funil de placa porosa,

lavado com o tolueno e acetona. O filtrado foi seco a 60 °C por 24 horas.
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4.5 INCORPORA(;AO DA 3-HIDROXICHALCONA NAS NANOPARTICULAS
DE SILICA MESOPOROSA

Uma solucdo de chalcona de concentracdo 2 mg/mL foi preparada em
acetonitrila ou acetato de etila. A silica foi pesada na quantidade de 50 mg em
um vidro de frasco ambar com tampa e a solucao de chalcona foi adicionada no
respectivo frasco. A solucéo foi mantida sob agitacdo magnética e apos dois dias
de incorporacao, a solucao foi filtrada e seca a temperatura ambiente.

Para a quantificacdo da chalcona incorporada nas amostras de MSN e MSN-
APTES foi feita uma curva de calibragdo no espectrofotbmetro de UV-Vis. A
preparacao da curva para avaliacdo da linearidade foi realizada a partir de sete
concentracfes diferentes, seguida do tratamento estatistico dos dados para
determinacgdo da equacdo da reta e do coeficiente de determinacéo (R?). Para a
construcdo das curvas analiticas foi preparada uma solucdo estoque de
chalcona na concentragdo de 100 ug/mL: pesaram-se cerca de 10 mg de
chalcona e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se
o0 volume com acetonitrila. Por meio de subsequentes diluicbes da solucéo
estoque de chalcona, foram obtidas as solu¢cées nas concentracdes tedricas
para a construcao da curva analitica com as devidas diluicdes (Tabela 5).

Tabela 5 — Diluicdes para construcdo das curvas analiticas para quantificacéo
da chalcona por UV-Vis.

Solugéo Aliquotas da Baldes utilizados Concentracao
solucdo estoque de  para diluigdo (mL) teorica final (ug/mL)
chalcona (mL)

1 0,1 10 1
2 0,2 10 2
3 0,3 10 3
4 0,4 10 4
5 0,5 10 5
6 0,6 10 6
8 0,8 10 8

As amostras incorporadas foram denominadas como MSN-CHO (nanoparticula
de silica mesoporosa incorporada com 3-hidroxichalcona), MSN-APTES-CHO

(nanoparticula de silica mesoporosa funcionalizada com APTES e incorporada
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com 3-hidroxichalcona) e MSN-CHO Ac (nanoparticula de silica mesoporosa
incorporada com 3-hidroxichalcona utilizando o solvente acetato de etila).
4.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS DE
SILICA MESOPOROSA
Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica
de transmissdo (MET) foram utilizadas para caracterizar a morfologia do
material. A caracterizacdo qualitativa dos grupos funcionais foi realizada por
espectroscopia no infravermelho (FTIR). Analise de potencial zeta foi utilizada
para determinagéo da carga elétrica superficial das nanoparticulas. Andlise de
adsorcao de nitrogénio foi utilizada para avaliar as caracteristicas texturais das
nanoparticulas, como area superficial, didmetros e volume de poros. A
estabilidade térmica, temperatura de degradacdo e quantidade de chalcona
carregada na rede de silica foram investigadas por analise termogravimétrica
(TGA). A técnica de analise elementar (CHN) foi utilizada para analisar o
conteudo de carbono das amostras de silica funcionalizada com APTES e
incorporadas com a chalcona.
4.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As imagens da silica mesoporosa para a andlise da morfologia foram obtidas por
microscopia eletrénica de varredura. Utilizou-se o microscopio eletrénico de
varredura modelo JSM 6610 LV (JEOL) do Laboratério de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins (LUCCAR) para a realizacdo dessas imagens. As
amostras foram suspensas em agua destilada e gotas dessa suspenséo foram

adicionadas no suporte para amostras.

4.6.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens da silica mesoporosa para a andlise da estrutura dos poros foram
obtidas por microscopia eletrénica de transmissao. Utilizou-se o microscopio
eletrbnico de transmissdo modelo JEM 1400 (JEOL) do Laboratério de
Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) para a realizacao dessas
imagens. As amostras foram adicionadas diretamente no suporte para amostras

e realizado as leituras para obtengao das imagens.
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4.6.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)
A espectroscopia na Regido de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) foi utilizada para caracterizar os grupos funcionais tipicos da silica MSN,
da silica MSN funcionalizada com APTES (MSN-APTES) e dos grupos
funcionais da chalcona incorporada nas amostras de silica. Os espectros de IV
abrangendo a regido de 400-4000 cm™* foram obtidos por meio de um
espectrofotdometro Thermo Scientific Nicolet 6700. Os espectros foram obtidos a
temperatura ambiente, em pastilhas sélidas do p6 com KBr, e foram adquiridos
com resolucéo de 4 cm™ e 64 scans/min.
4.6.4 Potencial zeta
A analise do potencial zeta foi utilizada para determinacdo da carga elétrica
superficial das nanoparticulas de silica mesoporosa. As medidas foram
realizadas em triplicata, com amostras de silica mesoporosa diluidas em solucao

de NaCl 0,9 M, utilizando-se o equipamento Litesizer 500 (Anton Paar).

4.6.5 Adsorcao de nitrogénio

As caracteristicas dos poros das amostras foram analisadas utilizando o
equipamento Quantachrome SiQwin™, composto por um sistema de adsorcéo
fisica automatizado que fornece dados de equilibrio de adsorcao e dessorcao.
As amostras de silica mesoporosa foram desgaseificadas por 2 horas a 120 °C,
antes dos ensaios. Os dados de volume adsorvido e dessorvido em diferentes
pressdes relativas foram utilizados para se obter informacdes sobre a area
superficial por BET, distribuicdo e tamanho médio de poros, volume de poros, e
area superficial de mesoporos. Medidas da area superficial especifica foram
baseadas nas teorias de Brunauer-Emmett-Teller (BET) (BRUNAUER et al.,
1940) utilizando os dados de adsorcdo na faixa de pressdo de 0,05 a 0,25.
Andalises do tamanho de poros e volume total de poros foram obtidas pelo método
de Barret, Joyner e Halenda (BJH) (BARRETT; JOYNER; HALENDA, 1951). O
volume total de poros foi estimado pela quantidade de nitrogénio adsorvida a
uma pressao relativa P/Po de aproximadamente 0,99 (SING et al., 1985). O
softtware NovaWin 1994-2011 da Quantachrome Instruments, foi utilizado para
realizacdo do calculo de distribuicdo de tamanho de poros.
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4.6.6 Analise Termogravimétrica (TGA) e andlise elementar (CHN)

A andlise de termogravimetria (TGA) foi realizada no equipamento TGA 50WS
(Shimadzu). As amostras foram analisadas nas seguintes condi¢cfes: razdo de
aquecimento 5 °C.min1, faixa de temperatura de 25 a 750 °C e sob atmosfera de
N2 com fluxo de 50 mL.min! e cadinho de alumina aberta. As curvas
termogravimétricas obtidas relacionam perda de massa a um gradiente de
temperatura. Através dessas analises foi possivel avaliar a estabilidade térmica
dos materiais estudados e estimar a quantidade de chalcona presente nas

amostras.

A técnica de analise elementar (CHN) foi utilizada para analise do contetdo de
carbono e nitrogénio das amostras de silica funcionalizada com APTES e
incorporadas com chalconaem um equipamento de CHNSO da Perkin-Elmer,
modelo 2400.

4.7 TESTE DE LIBERAC}AO IN-VITRO

Para o teste de liberacdo da 3-hidroxichalcona das nanoparticulas de silica
mesoporosa incorporadas (MSN-CHO e MSN-APTES-CHO) utilizou-se 10 mg
de ambas as amostras, que foram adicionadas em 10 mL de solu¢do tampéo
PBS com pH de 7,4. As solucbes preparadas foram colocadas em uma
incubadora com agitacdo orbital (marca INNOVA 4200) a uma temperatura de
37 °C e permaneceram em agitacao (50 rpm) por periodo de até 54 horas. Para
quantificar a concentracao de 3-hidroxichalcona liberada das amostras de silica
retirou-se aliguotas em determinados intervalos de tempo, que foram analisadas
em um espectrofotometro Shimadzu UV-VIS V-2401 em comprimento de onda
de 305 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ATIVIDADE CITOTOXICA CONTRA LINHAGEM CELULAR DE

ADENOCARCINOMA GASTRICO (AGS) E INDICE DE SELETIVIDADE

Durante o estudo 11 chalconas com diferentes substituintes foram submetidas
ao teste de citotoxicidade contra linhagens de células de adenocarcinoma
gastrico (AGS) e cancer de mama (MCF-7) visando a identificacdo da chalcona
mais citotoxica para posterior incorporacdo dessa chalcona nas nanoparticulas
de silica mesoporosa. Os resultados obtidos mostraram que as chalconas
exibiram significativa citotoxicidade. Na Tabela 6 sdo apresentados os valores
de ICs0 e a seletividade das chalconas para células AGS frente a células de
fibroblastos (L-929).

Tabela 6 — ICso (M) e indice de seletividade (IS) das chalconas e cisplatina
contra células AGS e L-929.

Chalcona Estrutura ICs0 L-929 ICs0 AGS IS
1 0

7 242,65+1,80****  53,11+1,63  4,24***

Benzalacetofenona

2 (@]
=
O 530,73+8,96%* 105,59+2,60* 4 30**

H3CO OCHj, %
2,4-metoxichalcona

3 0
= O 380, 7542 795  46.06+3.38 6,74

HsCO
2-metoxichalcona

4 0
=
O 261,16%7,18**** 44 55+0,09  4,79****

OCH,4
3-metoxichalcona

5 O

DA
OaN 491,31+0,25%* 163 26+8,36* 2.92*

Cl
3-cloro-4'-nitrochalcona Sk
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6 0
O 7 O 203,91+1,52%%** 44 54+1,24 4 58*+**
Cl
3-clorochalcona
7 (0]
/
O O 123,36+26,36*** 408,82+8,70* 0,30
O,N * *kk
4'-nitrochalcona
8 0
O 7 O 346,59+1,69%*** 65 07+0,55 5 25%**
OCH,
4-metoxichalcona
o) o)
=
O O 173,58+7,15%* 286,06+1,48* 0,59
NO, *kk
4-nitrochalcona
10 o
=
O O 246,88+55,88** 149 46+584* 1,60
O,N OCH3 * *%%
4-metoxi-4'-nitrochalcona
11 o
=
O O 275,035 06%**  47.58+0,16 5, 78%
OH
3-hidroxichalcona
Cisplatina 24,03+7,42 39,59+0,66 0,61

ICso e IS das chalconas e cisplatina (****: p < 0.0001; ***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.1
comparado a cisplatina).

De acordo com os resultados, observa-se que as chalconas foram mais ativas

contra as células AGS do que contra as células de fibroblastos (L-929). Além

disso, esses compostos exibiram maior seletividade para as células AGS do que
a cisplatina. As chalconas 3 (ICso0 = 46,96 + 3,38 uM), 4 (ICso = 44,55 + 0,09 uM),
6 (ICso = 44,54 + 1,24 yM) e 11 (ICso = 47,58 = 0,16 pM) exibiram efeitos
citotoxicos préximos aos da cisplatina (ICso = 39,59 £ 0,66 uM).

Observa-se a partir da Tabela 6 que os diferentes tipos de substituicoes

presentes nas chalconas resultaram em diferentes graus de citotoxicidade.
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O composto 1 que é a chalcona nao-substituida (benzalacetofenona) ja
demonstrou uma boa atividade citotoxica, com ICso de 53,11 + 1,63 uM, nos

guiando a investigar a influéncia dos diferentes substituintes nesta atividade.

Grupos metoxilas sdo conhecidos por aumentar a atividade citotoxica das
chalconas (KARTHIKEYAN et al., 2015). O composto 4 (3-metoxichalcona)
apresentou melhor acéo citotoxica entre as chalconas metoxiladas, com ICso de
44,55 + 0,09 puM, podendo ser justificada pela presenca do grupo metoxi na
posicdo 3 do anel B. A chalcona 3 (2-metoxichalcona) também apresentou boa
atividade citotoxica (ICso de 46,96 + 3,38 uM), mostrando que o grupo metoxi na
posicdo 2 exerce efeito positivo nessa atividade, porém, de forma menos
acentuada que na posi¢cédo 3 do anel. Outras chalconas testadas que possuiam
grupos metoxilas nos anéis aromaticos (2,4-metoxichalcona, 4-metoxichalcona
e 4-metoxi-4’-nitrochalcona) apresentaram valores de ICso mais elevados,
mostrando que a posi¢cao do grupo metoxi no anel aromatico influencia de forma

significativa a atividade desses compostos.

A presenca de grupos hidroxilas também séo conhecidas por influenciar de forma
positiva a atividade citotoxica das chalconas (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI,
2015), isso pode ser visto pela atividade da chalcona 11 (3-hidroxichalcona), que
apresentou importante citotoxicidade (ICso de 47,58 = 0,16 uM), mostrando que
a presenca do grupo hidroxila na posi¢cdo 3 do anel exerce importante efeito

sobre a citotoxicidade das chalconas.

Outros grupos que exercem efeitos importantes sobre a atividade citotéxica das
chalconas séo os grupos retiradores de elétrons (nitro, fldor, cloro e bromo). A
chalcona 6 (3-clorochalcona) apresentou boa atividade citotoxica (ICso de 44,54
+ 1,24 pM), enquanto que as chalconas 5 (3-cloro-4’-nitrochalcona), 7 (4'-
nitrochalcona), 9 (4-nitrochalcona) e 10 (4-metoxi-4’-nitrochalcona)
apresentaram moderada atividade citotoxica. A presenca do grupo cloro na
posicdo 3 do anel B exerce importante influéncia na atividade das chalconas,
enquanto que a presenca do grupo nitro na posi¢ao 4 do anel A e do anel B
parece provocar um efeito negativo sobre a atividade citotoxica, como pode-se
observar nos compostos 5 (ICso = 163,26 + 8,36 uM), 7 (ICso = 408,82 * 8,70
M), 9 (ICso = 286,06 + 1,48 uM) e 10 (ICso = 149,46 + 5,84 uM).
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Vale destacar que algumas chalconas apresentaram menor citotoxicidade
guando comparadas a chalcona sem substituintes (chalcona 1), mostrando que
a posicdo e o tipo de substituinte exercem importante influéncia na atividade
citotéxica das chalconas. Dessa forma, pode-se concluir que a presenca de
grupos hidroxila, metoxila e cloro no anel B das chalconas s&o importantes para

a citotoxicidade e seletividade desses compostos.

5.2 ATIVIDADE CITOTOXICA DE CHALCONAS CONTRA LINHAGEM

CELULAR DE CANCER DE MAMA (MCF-7) E INDICE DE SELETIVIDADE
Na Tabela 7 s&o apresentados os valores de ICso e a seletividade das chalconas
para células MCF-7 frente as células de fibroblastos (L-929).

Tabela 7 — ICso (M) e indice de seletividade (IS) das chalconas e cisplatina
contra células MCF-7 e L-929.

Chalcona Estrutura ICso L-929 ICs0 MCF-7 IS
1 0

7 242,65+1,80*** 57,93+19,59 3,73%**

*

Benzalacetofenona

2 (0]

=
O 530,73%£8,96***  105,06+6,77*  5,07****
o OCH,4 %
2,4-metoxichalcona

I
)
Q

3 (0]
= O 389,75+2,79**  81,04+16,52  4,06%**

*

HsCO
2-metoxichalcona

4 0
=
261,16+7,18*** 48,12+2,21 5,43****

*

OO
(@)
I
%)

3-metoxichalcona

5 O

DA
OaN 491,31+0,25%* 656241278  6,63****

Cl
3-cloro-4'-nitrochalcona %
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6 0
O 7 O 203,91+1,52%* 45,58+4,66 4,50%*+*

*

cl
3-clorochalcona

7 0
O 7 O 123,36426,36% 217,77+2,40%** (52
LN

*k%

o

4'-nitrochalcona

8 0]

*

7 O 346,59+1,69%* 92,18+4,01 4,64%*x
OCH;

4-metoxichalcona

9 (0]
=
173,58+7,15%* 275,77+15,67** 0,63

NO, * *

4-nitrochalcona

10 0

=
O O 246,88+55,88%  94,32421 27% 3,27
O,N OCHj3

*%%
4-metoxi-4'-nitrochalcona

11 O
=
275,03%5,96*** 47,97+2,56 5,75%***

*

OH
3-hidroxichalcona

Cisplatina 24,03+7,42 52,85+4,80 0,46

IC50 e IS das chalconas e cisplatina (****; p < 0.0001; ***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.1
comparado a cisplatina).

De acordo com os resultados, observa-se que as chalconas apresentaram
importante atividade citotoxica contra as células MCF-7, sendo que a maioria
delas foram mais ativas contra as células MCF-7 do que contra as células de
fibroblastos (L-929). As chalconas 4 (ICso = 48,12 + 2,21 pM), 6 (ICso = 45,58 *
4,66 uM) e 11 (ICs0 = 47,97 = 2,56 uM) apresentaram atividade citotoxica melhor
do que a cisplatina (ICso = 52,85 * 4,80 uM), mostrando o potencial de aplicacéo
desses compostos.

No geral, os efeitos dos substituintes sobre a atividade citotdéxica das chalconas
contra as células MCF-7 foram parecidos com os efeitos exibidos contra as

células AGS. As chalconas mais ativas contra as células MCF-7 foram a 3-
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clorochalcona (ICso = 45,58 £ 4,66 uM), 3-hidroxichalcona (ICso = 47,97 £+ 2,56
pHM) e 3-metoxichalcona (ICso = 48,12 + 2,21 yuM). Vale destacar que a presenca
de grupo nitro na posicdo 4 do anel A e B parece exercer um menor efeito
negativo sobre a atividade citotoxica das chalconas contra as células MCF-7 do
que contra as células AGS, no qual pode ser observado ao se comparar a
atividade dos compostos 5, 7, 9 e 10 contra as duas linhagens de células. Além
disso, o grupo nitro na posicao 4 do anel A e B parece diminuir a especificidade
desses compostos para as células AGS e MCF-7, aumentando a seletividade
para as ceélulas de fibroblastos. Essa caracteristica pode ser observada,
principalmente, nas chalconas 7 e 9, que exibiram maior atividade citotdxica
contra as ceélulas de fibroblastos (ICso = 123,36 e 173,58 uM) do que contra as
células AGS (ICso = 408,82 e 286,06 uM) e MCF-7 (ICso = 217,77 e 275,77 uM).

No geral, as chalconas apresentaram significativa atividade citotoxica contra as
células AGS e MCF-7, destacando-se as chalconas 4 (3-metoxichalcona), 6 (3-
clorochalcona) e 11 (3-hidroxichalcona). Dentre esses compostos, a 3-
hidroxichalcona foi escolhida para incorporacdo nas nanoparticulas de silica
mesoporosa considerando o perfil de citotoxicidade apresentado em ambas as
linhagens celulares tumorais e as caracteristicas fisico-quimicas do composto,
como a presenca do grupo hidroxila, que poderia favorecer o processo de
incorporacao devido a interacBes com o0s grupos silandis da silica através de
ligacbes de hidrogénio. O processo de funcionalizacdo foi realizado,
posteriormente, com a finalidade de adicionar grupos amino a superficie da
silica. A presenca desses grupos na superficie da silica pode favorecer ainda
mais o processo de incorporacdo por meio da ampliacdo das interacdes de
hidrogénio entre as nanoparticulas e a 3-hidroxichalcona, com a possibilidade de

incorporacdo de uma quantidade maior de chalcona na silica.

5.3 CARACTERIZAQAO ESTRUTURAL DAS NANOPARTICULAS DE SILICA
MESOPOROSA (MSN e MSN-APTES)

Durante o estudo preparou-se dois tipos de nanoparticulas de silica mesoporosa.

Primeiramente foi preparada a nanoparticula de silica mesoporosa (MSN) e,

posteriormente, foi realizado a funcionalizacdo de MSN visando verificar a

influéncia da funcionalizagédo nas propriedades fisico-quimicas da silica. A seguir
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sao mostrados os resultados dos procedimentos realizados para caracterizagéo
das amostras de silica mesoporosa.

5.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma importante técnica utilizada
para o estudo da morfologia (textura, forma e tamanho) de um material. Com as
imagens de MEV foi possivel estimar a forma das particulas de MSN (Figura 13)
e de MSN-APTES (Figura 14). As silicas MSN e MSN-APTES apresentam
particulas esféricas, resultados condizentes com o descrito na literatura (WANG
et al., 2004). Entretanto, é possivel observar agregados de tamanhos diversos,

gue sdo comuns em particulas de tamanho em escala hanométrica.

Spum

Figura 13 — Microscopia eletronica de varredura de MSN.
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Sum

Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura de MSN-APTES.

5.3.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) foi utilizada para caracterizacao
da estrutura dos poros e estimar o tamanho da particula das silicas mesoporosas
MSN e MSN-APTES. Analisando as imagens é possivel verificar a existéncia dos
poros, que aparecem em formato esférico e em tonalidade mais clara pelas
particulas da silica (Figuras 15 e 16). Assim como observado na analise de MEV,
as particulas de silica se encontram aglomeradas, caracteristica comum em
particulas de tamanho nanométrico, e que pode ser considerado um fator
limitante nesse tipo de analise, pois dificulta a visualizacdo de estruturas da silica
de forma mais nitida. Além disso, verificou-se que o tamanho das nanoparticulas

ficou entre 80 a 100 nm.
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Figura 15 — Microscopia eletronica de transmisséo de MSN.

100: nm

Figura 16 — Microscopia eletronica de transmissao de MSN-APTES.

5.3.3 Espectroscopia naregido do infravermelho
A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de

Fourier (FTIR) utilizando equipamento espectrofotdbmetro Thermo Scientific
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Nicolet 6700 foi utilizada para caracterizar os componentes quimicos das
amostras de silica mesoporosa antes e depois da incorporacdo com 3-

hidroxichalcona.

No espectro de infravermelho da amostra MSN (Figura 17) foram observadas
bandas de absorcéo referentes as vibracdes fundamentais da rede de silica, em
torno de 460, 810, 960, 1080-1200, 3100-3700 cm. A banda entre 1080 e 1160
cm corresponde ao estiramento assimétrico das ligacdes Si-O-Si do SiO4. As
bandas em 960 cm™ e 1640 cm™ correspondem aos grupos silanois (Si-OH)
presentes na estrutura da silica. A banda em torno de 800 cm™ é relativa ao
estiramento simétrico da ligacéo Si-O-Si. A banda na regido de 3100-3550 cm™,
relaciona-se ao grupo hidroxila de moléculas de dgua e ao modo de vibragéo de
deformacédo axial de OH do grupo Si-OH. As bandas obtidas séo tipicas da rede

de silica e estdo de acordo com o descrito por DURAN et al. (1986).

“‘“*“hm‘mp -

T

= O-H
— 3550-3100 cm'
o
o Si-O-Si
:E 800 cmt
£ Si-OH
E 960 cm'!
m
i
|_
—MSN u
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nuimero de onda (cm™)

Figura 17 — Espectro de infravermelho de MSN.

Analisando os espectros de infravermelho das amostras funcionalizada (MSN-
APTES) (Figura 18) é possivel observar, além da presenca das bandas de
absorcao caracteristicas dos grupos funcionais da rede de silica, a presenca de

outras bandas, atribuidas a funcionalizagdo com APTES na superficie da silica.
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Também se observa uma reducéo na intensidade da banda em 960 cm™, que
pode ser atribuida pela reducdo no numero de grupos silandis presentes na
estrutura da silica, devido ao processo de ligacdo do agente funcionalizante a

esses grupos funcionais.

Dois picos de absorcdo em torno de 690 cm™ e 1560 cm™ correspondentes a
vibracdo de deformacdo de N-H e vibracdo de estiramento simétrico NHz,
respectivamente, indicam a presenca dos grupos amino funcionalizantes na

superficie da nanoparticula de silica mesoporosa (SHI et al., 2009).

1460-1410 cm™?
M“ st CH-CHz2
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<
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;.:.'- Si-O-Si
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o
Si-OH

E 960 cm™1
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Figura 18 — Espectro de infravermelho de MSN-APTES.

Para caracterizar a estrutura de MSN e MSN-APTES apds o processo de
incorporagao com 3-hidroxichalcona foi feito também a analise de infravermelho
na chalcona para que fosse possivel comparar os grupos funcionais presentes
na silica antes e depois do processo de incorporagdo. A partir desse espectro
(Figura 19) é possivel observar a presenca de 3 grupos funcionais caracteristicos
da 3-hidroxichalcona, em 1651 e 1602 cm™ correspondente a carbolina (C=0),

1490 e 1465 cm™ correspondente a dupla ligagédo entre o carbono alfa e beta
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(C=C) e em 3328 cm! correspondente a hidroxila (OH) presente na posicéo 3 do
anel B (YADAV et al., 2011).
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Figura 19 — Espectro de infravermelho de 3-hidroxichalcona.

No espectro de FTIR das amostras MSN e MSN-APTES contendo a 3-
hidroxichalcona (MSN-CHO e MSN-APTES-CHO) (Figuras 20 e 21), observa-se

que as bandas referentes aos grupos funcionais contidos na chalcona estéo

sobrepostas, ndo sendo possivel uma correta visualizacdo. Isso pode ser

explicado pelo fato de que possivelmente as chalconas nao estao presentes de

maneira significativa na superficie da silica e, sim, nos poros, ndo sendo possivel

identificar por infravermelho as chalconas incorporadas nas amostras de silica.



S
©
(&)
[
«_'_E
=
@ | ——CHO
lf_& —— MSN
—— MSN CHO

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 20 — Espectro de infravermelho de MSN-CHO.
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Figura 21 — Espectro de infravermelho de MSN-APTES-CHO.
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5.3.4. Analise de potencial zeta

A andlise do potencial zeta foi utilizada para avaliacdo da carga elétrica
superficial das particulas das amostras de silica mesoporosa MSN e MSN-
APTES e essas amostras incorporadas com 3-hidroxichalcona (MSN-CHO e
MSN-APTES-CHO). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Andlise de potencial zeta.

Amostra Potencial zeta + DP (mV)
MSN -6,65 + 0,93
MSN-CHO -3,37 £ 0,92
MSN-APTES -2,93+0,99
MSN-APTES-CHO -2,89 + 0,95

A silica MSN apresenta carga negativa (-6,65 mV) devido aos grupos silanois
presentes em sua superficie. Apds o processo de incorporacdo da 3-
hidroxichalcona (MSN-CHO) € possivel observar uma diminuicdo na carga
negativa da amostra, passando de -6,65 mV na amostra MSN para -3,37 mV na
amostra MSN-CHO. Esse resultado pode ser atribuido a presenca de grupos
quimicos presentes na molécula de 3-hidroxichalcona, que contribuem para

reducdo da carga negativa da amostra.

Para as amostras funcionalizadas com APTES observa-se uma diminuicao na
carga negativa devido a contribuicAo dos grupos aminos da agente
funcionalizante. A funcionalizacdo da silica MSN com APTES promove a
formacdo de ligacBes covalentes entre as moléculas dos grupos silandis
presentes na superficie da silica com os grupos aminosilanos do agente
funcionalizante. Dessa forma, ocorre uma diminuicdo na carga negativa das
nanoparticulas passando de -6,65 mV na amostra MSN para -2,93 mV na
amostra MSN-APTES. Os resultados obtidos indicam que o processo de
funcionalizacgé&o foi eficiente (ANDRADE et al., 2020) e estdo de acordo com 0s
resultados obtidos na técnica de FTIR, em que se observou uma reducao na
intensidade da banda caracteristica dos grupos silanéis (960 cm-?), indicando
uma diminuicdo no nimero de grupos silandis presentes na superficie da silica
devido ao processo de ligacdo do agente funcionalizante, tornando a carga

elétrica da particula menos negativa.
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Apés a incorporacao da silica funcionalizada com 3-hidroxichalcona observa-se
uma discreta diminuicdo da carga negativa da nanoparticula, passando de -2,93
mV na amostra MSN-APTES para -2,89 mV na amostra MSN-APTES-CHO.
Essa reducéo pode ser atribuida a contribuicdo de carga elétrica da molécula de

3-hidroxichalcona.

5.3.5 Adsorcéao de nitrogénio

Outra técnica utilizada para caracterizar as estruturas das silicas MSN e MSN-
APTES foi a medida de adsor¢do de nitrogénio. Essa técnica € utilizada para
obtencéo de informac¢des como tamanho da area superficial especifica, diametro
de poros, sua distribuicdo e volume total, mediante a medida da area ocupada
por moléculas de nitrogénio adsorvidas na superficie da silica (SING, 1989).
Valores de area superficial especifica das amostras de silica MSN e MSN-
APTES foram calculados pelo método de BET, valores de volume total e

didmetro de poros foram calculados pelo método BJH (Tabela 9).

Tabela 9 — Adsorcao/dessorcédo de nitrogénio.

Amostra Area superficial Diametro de poros Volume
m2.gt BJH/DFT ccl/g

MSN 115 3,5nm 0,391

MSNAPTES 20 3,3nm 0,060

A partir dos resultados, observa-se uma pequena variacdo nos diametros de
poros das amostras MSN (3,5 nm) e MSN-APTES (3,3 nm). Demonstrando a

ocupacao dos poros pelos grupos aminos apos o processo de funcionalizacao.

O valor da area superficial da amostra MSN foi de 115 m?/g! e para MSN-APTES
foi de 20 m?/g1, indicando que o processo de funcionalizacéo da silica MSN com
APTES teve éxito devido a diminuicdo da area superficial. Vale destacar, que
mesmo apresentando uma area menor, a silica MSN-APTES possui area

suficiente para incorporar moléculas.

O volume de poros para a amostra MSN foi de 0,391 cc®g? e da silica MSN-
APTES foi de 0,060 cc®g. Esse resultado pode ser explicado pelo processo de
funcionalizag&o que diminuiu a area superficial da silica e, consequentemente, o

seu volume de poros.
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Anélise das Isotermas

A adsorcdo de gases em um sdlido pode ser explicada pelas isotermas de
adsorcdo. As isotermas de adsor¢do sdo curvas de volume de gés adsorvido em
relacdo a presséao relativa (P/Po), onde p corresponde a pressdo de vapor do gas
e Po corresponde a pressdo de saturagdo registrada durante o processo de
adsorcao e dessorcdo. O processo de adsorcao permite o preenchimento dos
poros de um material na medida que a pressdo relativa € aumentada. Nos
materiais mesoporosos, 0 preenchimento dos poros ocorre pelos processos de
adsorcdo em monocamada e multicamada seguido de um processo de
condensacédo. O processo de condensacdo € normalmente acompanhado de
histerese (SING, 1985). Na etapa de condensacado, para silica mesoporosa

observa-se isotermas relacionada ao tamanho dos seus poros.

As isotermas das amostras de silica MSN e MSN-APTES apresentam ramos de
adsorcao e dessorcao que formam uma histerese do tipo H1 de acordo com a
classificacéo feita pela International Union of Pure Applied Chemistry (IUPAC)
(Figura 22). Para a silica MSN-APTES, verificou-se um menor volume de
nitrogénio adsorvido do que na silica MSN para quase todas as pressdes
relativas, indicando que o processo de funcionalizacdo teve éxito devido ao
preenchimento dos poros pelo agente funcionalizante, corroborando com 0s
resultados demonstrados na Tabela 9, onde observa-se valores de diametro e

volume de poros menores para silica MSN-APTES em comparacéao a silica MSN.
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Figura 22 — Isotermas de adsorcao de nitrogénio de MSN e MSN-APTES.

5.3.6 Analise termogravimétrica (TGA) e anélise elementar (CHN)

A andlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada para verificar o comportamento
térmico de MSN e MSN-APTES e avaliar a porcentagem de 3-hidroxichalcona
incorporada nas nanoparticulas de silica mesoporosa. O principio dessa técnica
baseia-se na perda de massa progressiva de uma amostra em funcdo da
variacdo da temperatura, que produz curvas termogravimétricas. Nesse teste
submete-se uma quantidade conhecida da amostra a um aumento gradual de
temperatura em um forno, com atmosfera controlada, e a perda de massa
resultante do processo de aumento de temperatura é detectada por uma

termobalanca.

A curva termogravimétrica foi expressa relacionando a perda de massa em
funcdo da variacdo de temperatura. A porcentagem de 3-hidroxichalcona
incorporada nas matrizes MSN e MSN-APTES pode ser estimada pela técnica

de TGA. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Perda de massa das amostras de nanoparticulas de silica
mesoporosa.

Perda de massa Perda de massa Residuo

Amostra (% m/m) (% m/m) (%om/m)

25-150 °C 150-750 °C > 800 °C
MSN 3,7 9,5 86,8
MSN-CHO 3,4 11,3 85,3
MSN-APTES 7,6 20,2 72,2
MSN-APTES- 7.0 258 67,2

CHO

A Figura 23 mostra a curva termogravimétrica das amostras MSN e MSN-CHO.
Para a amostra MSN observou-se uma perda de massa de 3,7% na faixa de
temperatura de 25 a 150 °C. De 150 °C a 750 °C observou-se uma perda de
massa de 9,5%. Essa perda maior de massa pode ser explicada pela
degradacdo do copolimero F127 que n&o foi completamente removido durante o
processo de extracdo. Os resultados indicam que a silica mesoporosa MSN
apresenta boa estabilidade térmica, sem sofrer degradacdo estrutural, como
pode ser observado pelas baixas taxas de perda de massa em altas

temperaturas.

Para a amostra MSN-CHO observou-se uma perda de massa de 3,4% na faixa
de temperatura de 25 a 150 °C. De 150 a 750 °C ocorreu uma perda de massa
de 11,3%. A perda de massa na faixa de temperatura de 150 a 750 °C pode ser
atribuida a degradacéo térmica de 3-hidroxichalcona incorporada. Como pode-
se observar na faixa de temperatura entre 150 a 750 °C ocorreu um aumento na
porcentagem de perda de massa em comparacgao entre as amostras MSN (9,5%)
e MSN-CHO (11,3%). Esse aumento na porcentagem de perda de massa de
1,8% na amostra incorporada com a 3-hidroxichalcona (MSN-CHO) comparada
a amostra ndo carregada (MSN) € um indicio da presenc¢a da chalcona nessa
amostra e que o processo de incorporacao teve éxito. Além disso, observa-se
que a silica mesoporosa protegeu a chalcona da degradacao térmica, como pode
ser verificado pelas diferencas nas temperaturas de degradacdo de 3-

hidroxichalcona livre (CHO) e da amostra incorporada (MSN-CHO).
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Figura 23 — Curva termogravimétrica das amostras MSN e MSN-CHO.

A Figura 24 mostra a curva termogravimétrica das amostras MSN-APTES e
MSN-APTES-CHO. Para a amostra MSN-APTES a perda de massa no intervalo
de temperatura de 25-150 °C foi de 7,6%. De 150 °C até 750 °C observou-se
uma perda de massa de 20,2%. Essa perda maior de massa presente nas
amostras funcionalizadas com APTES (20,2%) em comparacdo com as
amostras nao funcionalizadas (9,5%) se deve a degradacao dos grupos aminos
do agente funcionalizante ligados a superficie da silica, indicando que o processo

de funcionalizacédo teve éxito.

Para a amostra MSN-APTES-CHO observou-se no intervalo de temperatura de
25 a 150 °C uma perda de massa de 7,0% e de 150 °C até 750 °C a perda de
massa foi de 25,8%. Semelhante ao que foi observado para a silica nao
funcionalizada, houve um aumento na porcentagem de perda de massa
comparando-se as amostras nao incorporadas com a 3-hidroxichalcona (MSN-
APTES) e incorporadas (MSN-APTES-CHO), uma diferenca de 5,6%. Esses

resultados indicam que o processo de incorporacéo teve éxito.
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Vale destacar que a porcentagem de perda de massa foi mais significativa para
a amostra MSN-APTES-CHO (5,6%) do que para a amostra MSN-CHO (1,8%)
na faixa de temperatura de 150 a 750 °C. Isso significa que o processo de
incorporacdo de 3-hidroxichalcona ocorre de forma mais eficiente na silica
funcionalizada (MSN-APTES) do que na silica normal (MSN). Esse resultado
pode ser explicado devido a adicdo de grupos aminos a superficie da silica, que
favorece o processo de incorporacdo através do aumento no numero de

interacBes de hidrogénio que ocorrem entre a silica e a 3-hidroxichalcona.
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Figura 24 — Curva termogravimétrica das amostras MSN-APTES e MSN-
APTES-CHO.

A técnica de analise elementar (CHN) foi utilizada para verificar a presenca de
moléculas organicas nas amostras de silica. A partir dessa técnica, € possivel
verificar variagbes no contetdo de carbono nas amostras e estimar a
porcentagem de 3-hidroxichalcona que foi incorporada nas nanoparticulas de
silica mesoporosa. Os resultados obtidos forneceram uma evidéncia adicional
de que as amostras de silica foram carregadas com a 3-hidroxichalcona e que o

processo de funcionalizacao foi bem-sucedido (Tabela 11).
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Tabela 11 — Analise elementar (CHN).

Amostra % Carbono % Nitrogénio
MSN 5,43 £ 0,04 -0,18 £ 0,011
MSN-CHO 5,91+ 0,04 -0,64 + 0,0025
MSN-APTES 13,02 £ 0,06 2,70 £ 0,055
MSN-APTES-CHO 14,30 £ 0,06 2,55 + 0,025
MSN-CHO Ac 6,54 + 0,17 -0,58 £ 0,021

A amostra MSN apresentou porcentagem de carbono de 5,43%, essa
porcentagem pode ser explicada pela presenca do copolimero F127 que néo foi
completamente removido durante o processo de extra¢do. Apos o processo de
incorporacdo com a 3-hidroxichalcona, a amostra MSN (5,43%) apresentou
aumento na porcentagem de carbono (5,91%), indicando que o processo de
incorporacgao foi bem-sucedido. Entretanto, as variagdes de carbono entre as
amostras MSN e MSN-CHO foram minimas, indicando que 0,48% de 3-
hidroxichalcona (Tabela 12) foi incorporada nas nanoparticulas de silica
mesoporosa na concentracao testada (2 mg/mL). Dessa forma, a quantidade de
3-hidroxichalcona incorporada na amostra MSN foi de 9,6 ug. Conforme
verificado na analise termogravimétrica, houve um aumento na porcentagem de
perda de massa entre as amostras MSN (9,5%) e MSN-CHO (11,3%). Essas
diferencas encontradas na analise elementar (CHN) e na analise
termogravimétrica indicam a presenca da 3-hidroxichalcona nas nanoparticulas

e que o processo de incorporacgao foi bem-sucedido.

Em razdo da baixa eficiéncia de incorporacdo de 3-hidroxichalcona na silica
MSN, foi realizada uma nova incorporagao utilizando acetato de etila como
solvente para verificar se o tipo de solvente exerce alguma influéncia no
processo de incorporacdo. A amostra de silica incorporada com 3-
hidroxichalcona utilizando o solvente acetato de etila (MSN-CHO Ac) apresentou
aumento na porcentagem de carbono (6,54%) maior do que a amostra
incorporada com acetonitrila (5,91%), indicando que o solvente utilizado no
processo de incorporacdo exerce importante influéncia na quantidade de
chalcona incorporada nas nanoparticulas. Os resultados indicam que foi

incorporado 1,11% (22,2 pg) de 3-hidroxichalcona nas nanoparticulas utilizando
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acetato de etila como solvente, quantidade um pouco maior do que a obtida ao

utilizar acetonitrila como solvente (0,48% ou 9,6 uQ).

Além disso, a amostra MSN apresentou um aumento na porcentagem de
carbono e nitrogénio apds o processo de funcionalizacdo (MSN-APTES),
indicando que o processo de funcionalizacéo foi bem-sucedido e que ocorreu a
ligacdo do agente funcionalizante 3-aminopropiltrietoxisilano na superficie da
silica. Um aumento na porcentagem de carbono também foi observado na
amostra funcionalizada incorporada com 3-hidroxichalcona (MSN-APTES-CHO),
indicando que o processo de incorporacdo na silica funcionalizada teve éxito.
Para silica APTES a taxa de incorporacéo encontrada foi de 1,28% ou 25,6 ug,
a maior entre as amostras de silica. Conforme explicado anteriormente, a
funcionalizacdo com APTES favorece o processo de incorporacao devido a um
acréscimo nas interacdoes de hidrogénio que podem ocorrer entre 0s grupos
aminos da silica funcionalizada e as moléculas de 3-hidroxichalcona, levando a

uma maior taxa de incorporacao.

Os resultados encontrados na analise elementar estdo de acordo com 0s
resultados obtidos na analise termogravimétrica em que foi verificado maiores
porcentagens de perda de massa para as amostras funcionalizadas, indicando
a presenca dos grupos aminosilano na superficie da silica e para as amostras
funcionalizadas incorporadas, mostrando uma maior eficiéncia de incorporacao
nessas amostras.

Tabela 12 — Eficiéncia de incorporacdo de 3-hidroxichalcona nas amostras de
silica.

Amostra % de incorporacao Quantidade de chalcona
€m pg

MSN-CHO 0,48 9,6

MSN-CHO Ac 1,11 22,2

MSN-APTES-CHO 1,28 25,6

5.4 TESTE DE LIBERACAO IN VITRO

Para a realizacao do teste de liberacéo foi feito uma curva de calibragédo com a
3-hidroxichalcona utilizada para quantificar a chalcona liberada das amostras de
silica (Tabela 13 e Figura 25).



64

Tabela 13 — Curva de calibracdo de 3-hidroxichalcona.

Curva | Abs
(305nm)
0,102
0,186
0,272
0,388
0,475
0,629
0,798

ol O O | W N| B

0,9
0,8
0,7

0,6

0,5
y =0,1024x - 0,0169

0,4 R2=0,9944

Absorvancia

0,3
0,2

0,1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentracdo (ug/mL)

Figura 25 — Curva de calibragédo de 3-hidroxichalcona.

A avaliacdo da liberacdo de 3-hidroxichalcona foi realizada para as amostras
MSN-CHO e MSN-APTES-CHO. Para quantificar a concentracdo de 3-
hidroxichalcona liberada das amostras de silica, retiraram-se aliguotas em

periodos pré-estabelecidos, que foram analisadas pela técnica de UV-VIS.

A amostra MSN-CHO liberou 52,5% de 3-hidroxichalcona nas primeiras 25 horas
(1500 minutos) do ensaio de liberacdo. Apos 54 horas (3240 minutos), a
liberacdo de 3-hidroxichalcona foi de 52,6% (Figura 26).
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Figura 26 — Perfil de liberacdo de 3-hidroxichalcona das amostras MSN-CHO e
MSN-APTES-CHO.

De acordo com os resultados, observa-se inicialmente uma rapida liberacao de
3-hidroxichalcona, em torno de 30% em uma hora, seguido de uma liberacéo
gradual e prolongada, com a liberagcédo de pequenas quantidades de chalcona ao
longo do tempo. ApGs 25 horas parece haver uma estabilizacdo na liberacao,
com quantidades muito pequenas de 3-hidroxichalcona sendo liberadas. Esses
resultados podem ser explicados devido a interacdo entre os grupos silandis da
silica com os grupos hidroxila e carbonila da 3-hidroxichalcona por meio de
ligagbes de hidrogénio, resultando em uma liberagdo mais lenta da 3-
hidroxichalcona da matriz da silica.

Para a amostra MSN-APTES-CHO ocorreu a liberacdo de 13,52% de 3-
hidroxichalcona nas primeiras 25 horas (1500 minutos) de ensaio e, apos 54
horas (3240 minutos), a liberacéo foi de 16,8% (Figura 26).

A amostra MSN-APTES-CHO apresentou perfil de liberag&o significativamente
mais lento do que a amostra MSN-CHO. Enquanto que a amostra MSN-CHO
havia liberado 52,6% de 3-hidroxichalcona em 54 horas, a amostra MSN-
APTES-CHO liberou apenas 16,8% no mesmo periodo de tempo. Essa

caracteristica pode ser explicada por uma possivel interacdo mais intensa da 3-
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hidroxichalcona com a silica funcionalizada. A adicdo de grupos amino a
superficie da silica pode promover um maior nimero de interacdes de hidrogénio
entre as nanoparticulas e a 3-hidroxichalcona, levando a taxas mais lentas de
liberacao.

Essas descobertas mostram que as nanoparticulas de silica mesoporosa podem
ser adaptadas para fornecer uma liberacao inicial, em um curto periodo, de uma
dose adequada do composto bioativo, seguida de uma liberacéo lenta e gradual,
que pode ser Util para manter os niveis e a acdo do composto de maneira

prolongada.

5.5 ATIVIDADE CITOTOXICA DAS AMOSTRAS DE SILICA CONTRA
LINHAGEM CELULAR DE CANCER DE MAMA (MCF-7) E
ADENOCARCINOMA GASTRICO (AGS)

As amostras de silica incorporadas com 3-hidroxichalcona (MSN-CHO, MSN-

APTES-CHO e MSN-CHO Ac) e amostras de silica isoladas (MSN e MSN-

APTES) foram submetidas ao teste de citotoxicidade contra linhagens de células

de adenocarcinoma gastrico (AGS) e de cancer mama (MCF-7) visando verificar

a efetividade desses sistemas contra as células de cancer. Como descrito

anteriormente, a 3-hidroxichalcona exibiu importante atividade citotéxica com

ICs0 de 47,58 + 0,16 yM para as células AGS e de 47,97 + 2,56 yM para as

células MCF-7. Com isso, investigou-se 0 comportamento das nanoparticulas de

silica mesoporosa contra as células AGS, MCF-7 e L-929.

Na Tabela 14 sdo apresentados os valores de ICso e a seletividade das amostras
de silica contra as células AGS e MCF-7 frente a células de fibroblastos (L-929).

Tabela 14 — ICso e indice de seletividade (IS) das amostras de silica.

Amostra ICso L-929 ICs0 AGS ICso MCF-7 IS AGS|IS MCF-7
ﬁ.‘ . 275,03 + 5,96 uM**** | 47,58 + 0,16 uM 47,97 + 2,56 uM 5, 78MHI5, 755
idroxichalcona

MSN >6000 pg/mL >6000 pg/mL >6000 pg/mL 1,00 |1,00

MSN-CHO 2334,50+53,03 yg/mL | 604,15+43,91 ug/mL | 1041,5+194,45 pg/mL 4,16 (2,06
(49,99+1,11 M) (12,93+0,94 uM) (22,30+4,15 uM)

MSN-APTES 1619 + 69,30 ug/mL >7300 ug/mL >7300 ug/mL 0,22 0,22

MSN-APTES- 1291+141,42 pg/mL 1869+137,18 pyg/mL | 1418,75+258,45 ug/mL  |0,82 |0,83

CHO (73,67+8,07 uM) (106,67+7,80 uM) (80,98+14,76 uM)

MSN-CHO Ac 1838 + 224,86 yg/mL | 1089+16,97 pg/mL 1345,50+25,5 ug/mL 1,61 [1,37
(91,01£11,15 uM) (53,91+0,85 uM) (66,58+1,29 uM)

Cisplatina 24,03+7,42 uM 39,59+0,66 uM 52,85+4,80 uM 0,61 [0,46
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ICs0 e IS das chalconas e cisplatina (****: p < 0.0001; ***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p< 0.1
comparado a cisplatina); (): valor real de ICso de 3-hidroxichalcona incorporada nas
nanoparticulas.

Ao realizar o teste de citotoxicidade com as amostras de silica carregadas com
3-hidroxichalcona levou-se em consideracdo as quantidades de 3-
hidroxichalcona incorporadas obtidas a partir dos resultados do teste de analise
elementar (CHN), que indicaram uma taxa de incorporagédo de 0,48% (9,6 pg)
para MSN-CHO, 1,28% (25,6 ug) para MSN-APTES-CHO e 1,11% (22,2 ug)
para MSN-CHO Ac. Os valores de ICso das amostras incorporadas estdo
relacionados ao peso da silica junto com o da chalcona adsorvida. Dessa forma,
foi realizado a converséo dos valores de ICso encontrados para as amostras de
silica incorporadas para encontrar o valor real de ICso da 3-hidroxichalcona
incorporada, considerando as porcentagens obtidas no teste de analise
elementar (CHN). A conversao dos valores de ICso para o valor real foi realizado
multiplicando-se o valor de ICso encontrado para cada amostra pela porcentagem
de 3-hidroxichalcona encontrada no teste de andlise elementar e,
posteriormente, os valores foram convertidos para micromolar (uM). Os

resultados estédo descritos entre parénteses na Tabela 14.

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que as amostras de silica
incorporadas com 3-hidroxichalcona exibiram atividade citotoxica maior do que
as amostras de silica ndo carregadas. Esses resultados indicam que as amostras
de silica incorporadas ao entrar em contato com as células de cancer liberam a

3-hidroxichalcona que exerce sua atividade citotéxica.

As amostras de silica incorporadas com 3-hidroxichalcona exibiram atividades
citotéxicas significativas (ICso entre 12,93 a 106,67 uM) contra as células AGS e
MCF-7, sendo que a amostra MSN-CHO exibiu melhor efeito citotoxico (ICso
entre 12,93 a 22,30 yM) do que a 3-hidroxichalcona livre (ICso entre 47,58 a 47,97
MM). Esses resultados indicam que as nanoparticulas de silica mesoporosa
incorporadas influencia de maneira significativa a interacdo da chalcona com as
células tumorais, necessitando de menores concentragdes de 3-hidroxichalcona
para exercer uma atividade citotoxica maior em comparacdo com a chalcona
livre. Os maiores efeitos citotoxicos apresentados pela amostra MSN-CHO em
comparacdo com a 3-hidroxichalcona livre podem ser explicados pelos

diferentes mecanismos de captacao celular apresentados por essas moléculas.
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Enquanto o mecanismo de captacao celular de 3-hidroxichalcona pode ocorrer
por difusdo passiva (SINGH et al., 2020), para as nanoparticulas de silica
mesoporosa a absorcéo ocorre por meio de endocitose. Estudos relataram que
as nanoparticulas de silica mesoporosa possuem grande afinidade pelos
fosfolipidios da membrana plasmatica e a adsor¢cdo dessas moléculas nas
superficies celulares levaria a absorcdo por meio de um mecanismo de
endocitose (JIA et al., 2013).

Como pode-se observar, as amostras de silica apresentaram variacbes de
atividades citotdxicas, com diferentes valores de ICso. Por exemplo, mesmo
apresentando taxas maiores de incorporacao, as amostras MSN-APTES-CHO e
MSN-CHO Ac exibiram valores de ICso (53,91 a 106,67 yM) maiores que do a
amostra MSN-CHO (12,93 a 22,30 uM), que apresentou baixa taxa de
incorporacdo. Essas variacdes de atividade citotoxicas podem ser explicadas
pelos diferentes perfis de liberacdo apresentados pelas amostras de silica. Como
descrito no teste de liberacdo, a amostra MSN-CHO exibiu um perfil de liberacéo
em que uma maior quantidade de 3-hidroxichalcona foi liberada ao longo do
tempo do que a amostra MSN-APTES-CHO, devido interacdes mais intensas
entre a 3-hidroxichalcona e a silica funcionalizada por meio de um aumento no
namero de ligacdes de hidrogénio. Esse tipo de interacdo afeta o perfil de
liberacdo das nanoparticulas funcionalizadas e, consequentemente, a sua
atividade citotéxica, resultando em valores maiores de ICso. Para a amostra
MSN-CHO Ac sera necessario a realizacao do teste de liberacéo para verificacao

do perfil de liberacdo dessa amostra.

No geral, as amostras de silica exibiram maior atividade citotoxica contra as
células AGS e MCF-7 do que contra as células de fibroblastos (L-929), com
excecao das amostras MSN-APTES e MSN-APTES-CHO que exibiram maior
atividade citotoxica para as ceélulas de fibroblastos do que para as células de
cancer. Esses resultados podem ser explicados devido a caracteristicas das
células testadas. A superficie da silica APTES, normalmente, fica com uma carga
menos negativa do que a amostra MSN, iSso promove uma maior interagdo com
as membranas plasmaticas das células normais, que sao carregadas
negativamente, atraindo as nanoparticulas funcionalizadas por meio de

interacdes  eletrostaticas. Essas interagbes poderiam ocasionar a
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desestabilizacdo da membrana plasmética, aumentando a sua permeabilidade e
proporcionando maior acdo da 3-hidroxichalcona sobre as células de
fibroblastos. As membranas plasmaticas das células tumorais exibem alteracdes
na composicao e organizacdo dos lipideos que provocam diversas mudancas
nas funcdes celulares, como alteracdes na permeabilidade e no transporte de
substancias através da membrana plasmatica (PRETA, 2020). Essas alteracdes
poderiam resultar em interagdes menos intensas entre as nanoparticulas de
silica funcionalizadas e as células tumorais, explicando o0s resultados

encontrados no teste de citotoxicidade.

Os resultados obtidos indicam que as nanoparticulas de silica mesoporosa
incorporadas com a 3-hidroxichalcona possuem grande potencial de aplicacéo
no tratamento do céancer, como pode ser observado pelos resultados
encontrados para a amostra MSN-CHO, que exibiu atividade citotoxica maior do
que a 3-hidroxichalcona livre, mostrando que as nanoparticulas possuem a
capacidade de aumentar a eficacia de moléculas com atividade anticancer, além
de proteger a 3-hidroxichalcona da acdo do pH e de enzimas ou proteinas que
poderiam impedir a sua a¢éo dificultando o processo de absorcao ou facilitando
o efluxo da chalcona. Estudos mostraram que as nanoparticulas de silica
mesoporosa sao capazes de contornar os mecanismos de resisténcia por efluxo
das células de cancer e aumentar o acumulo de farmacos dentro das células
(SHEN et al., 2011).
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no trabalho pode-se concluir que as chalconas
exibiram importante atividade citotéxica contra as células AGS e MCF-7,
destacando-se as chalconas 4 (3-metoxichalcona), 6 (3-clorochalcona) e 11 (3-
hidroxichalcona). Dentre esses compostos, a 3-hidroxichalcona foi escolhida
para incorporacao nas nanoparticulas de silica mesoporosa considerando suas
caracteristicas fisico-quimicas, como a presenca do grupo hidroxila, que poderia

favorecer o processo de incorporacao através de interacfes de hidrogénio.

A sintese e funcionalizacao das nanoparticulas e o processo de incorporacao da
3-hidroxichalcona foram bem-sucedidos e confirmados por meio das diferentes
técnicas de caracterizacdo utilizadas. Além disso, verificou-se que a
funcionalizacdo das nanoparticulas influencia o processo de incorporacdo e o
perfil de liberacdo das amostras, devido a interacdes mais intensas da 3-

hidroxichalcona com a silica funcionalizada.

No teste de citotoxicidade com as amostras de silica incorporadas com 3-
hidroxichalcona observou-se importante atividade citotoxica contra as células
AGS e MCF-7, sendo que a amostra MSN-CHO exibiu efeito citotoxico superior
a 3-hidroxichalcona livre, indicando que as nanoparticulas de silica mesoporosa
influenciam de maneira significativa a interacdo da chalcona com as células
tumorais. Entretanto, a amostra MSN-APTES-CHO exibiu maior atividade
citotoxica contra as células de fibroblastos L-929 do que contra as células AGS
E MCF-7, ndo parecendo promissora para aplicagcdo no tratamento do cancer

devido a maior citotoxicidade contra células normais.

Os resultados obtidos no trabalho indicam que as nanoparticulas de silica
mesoporosa (MSN) incorporadas com 3-hidroxichalcona possuem grande
potencial para aplicagdo no tratamento do cancer de mama e adenocarcinoma
gastrico, devido ao aumento na atividade citotoxica apresentada por esta

formulacdo em comparacéo com a 3-hidroxichalcona livre.
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8 APENDICE

1. (E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (benzalacetofenona):

o p
2' 2
a
4 6' 6 4
5' 5

IV (ATR, cm): 1662 (C=0), 1604 e 1575 (C=C).

RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 8,03-8,00 (2H, m, H2’ e H6"), 7,81 (1H, d,
HB, J=16,0 Hz), 7,64-7,62 (2H, m, H3' e H5'), 7,59-7,47 (3H, m, H4’, H2 e H6),
7,53 (1H, d, Ha, J=16,0 Hz), 7,42-7,39 (3H, m, H3, H4 e H5).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 190,5 (C=0), 144,8 (CB), 138,2 (C1),
134,8 (C1), 132,7 (C4’), 130,5 (C3’ e C5'), 128,9 (C2' e CB’), 128,6 (C2 e C8),
128,4 (C3 e C5), 128,4 (C4), 122,0 (Ca).

2. (E)-3-(2,4-dimetoxifenil)-1-fenil-prop-2-en-1-ona (2,4-metoxichalcona):

(0]
2 B 2

3 1 / 1 3
o
, 6 4
4 6" Hsco OCH,
5 5

IV (ATR, cm-1): 1649 (C=0), 1580 e 1558 (C=C), 1295 e 1276 (OCHa).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 8.04 (1H, d, HB, J=16 Hz), 8.00-7.98 (2H,
m, H2' e H6"), 7.57-7.51 (2H, m, H3’ e H5"), 7.53 (1H, d, Ha, J=15.6 Hz), 7.49-
7.45 (2H, m, H3 e H5), 6.52 (1H, dd, H2, J=8.4, 2.4 Hz), 6.46 (1H d, H4’, J=2.4
Hz), 3.88 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 191.18 (C=0), 163.0 (C4), 160.38 (C6),
140.51 (CR), 138.84 (C1’), 132.24 (C4’), 130.91 (C2), 128.42 (C3 e C5’), 128.40
(C2’ e C6"), 120.44 (Ca), 117.13 (C1), 105.39 (C3), 98.44 (C5), 55.47 (OCHs3),
55.52 (OCHa).

3. (E)-3-(2-metoxifenil)-1-fenil-prop-2-en-1-ona (2-metoxichalcona):
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(0]
2 B 2

3 1 U 3
e
. 4
4 6" Hico
5

s
IV (ATR, cm): 1661 (C=0), 1602 (C=C), 1248 (OCHa).

RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 8,11 (1H, d, HB, J=15,6 Hz), 8,01 (2H, m,
H2’ e H6'), 7,61 (1H, d, Ha, J=16,0 Hz), 7,62 (1H, dd, H4’, J=7,2, 1,2 Hz), 7,56
(1H, tt, H2, J=7,2, 1,2 Hz), 7,50-7,46 (2H, m, H3' e H5), 7,38-7,34 (1H, m, H4),
6,98 (1H, t, H3, J=8,0 Hz), 6,93 (1H, d, H5, J=8,0 Hz), 3,89 (3H, S, OCHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 191,1 (C=0), 158,7 (C6), 140,3 (CB), 138,5
(C1’), 132,5 (C4’), 131,7 (C1), 129,2 (C2), 128,5 (C3’ e C5'), 128,5 (C2 e CB),
123,9 (C4), 122,8 (Ca), 120,7 (C3), 111,2 (C5), 55,5 (OCHs3).

4. (E)-3-(3-metoxifenil)-1-fenil-prop-2-en-1-ona (3-metoxichalcona):

IV (ATR, cm-1): 1655 (C=0), 1600 (C=C), 1262 (OCHj3).

RMN *H (400 MHz, CDCls), 8 (ppm): 8.00 (2H, d, H2’ e HE’, J=7.2 Hz), 7.76 (1H,
d, HB, J=15.6 Hz), 7.60-7.55 (1H, m, H4’), 7.50 (2H, d, H3’ e H5', J=8 Hz), 7.49
(1H, d, Ha, J=15.6 Hz), 7.32 (1H, t, H3, J=7.6 Hz), 7.24-7.22 (1H, m, H2), 7.15-
7.14 (1H, m, H6), 6.96 (1H, dd, H4, J=8; 2 Hz), 3.84 (s, 3H, OCHb).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 190.53 (C=0), 159.93 (C5), 144.73 (CB),
138.16 (C1), 136.24 (C1), 132.76 (C4’), 129.92 (C3), 128.60 (C3' e C5’), 128.48
(C2’ e C6), 122.40 (Ca), 121.06 (C2), 116.28 (C4), 113.41 (C6), 55.33 (OCHa).

5. (E)-3-(3-clorofenil)-1-(4-nitrofenil)-prop-2-en-1-ona (3-cloro-4’-

nitrochalcona):
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IV (ATR, cm-1): 1667 (C=0), 1609 (C=C), 1518 e 1346 (NO2).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3), 8 (ppm): 8,36-8,33 (2H, m, H3' e H5), 8,15-8,12
(2H, m, H2’ e H6'), 7,76 (1H, d, HB, J=15,6 Hz), 7,64-7,63 (1H, m, H2), 7,52-7,49
(1H, m, H4), 7,47 (1H, d, Ha, J=15,6 Hz), 7,43-7,40 (1H, m, H3), 7,38 (1H, d, H6,
J=7,6 Hz).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 188,5 (C=0), 150,1 (C4’), 144,9 (C1),
142,6 (CB), 136,0 (C1), 135,1 (C5), 130,9 (C2' e C6’), 130,3 (C3), 129,4 (C4),
128,0 (C2), 127,0 (C6), 123,8 (C3’ e C5'), 122,3 (Ca).

6. (E)-3-(3-clorofenil)-1-fenil-prop-2-en-1-ona (3-clorochalcona):

IV (ATR, cm): 1656 (C=0), 1605 (C=C).

RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 8,02-8,00 (2H, m, H2’ e H6’), 7,72 (1H, d,
HB, J=15,6 Hz), 7,63-7,57 (2H, m, H3’ e H5), 7,51 (1H, d, Ha, J=16,0 Hz), 7,52-
7,48 (3H, m, H4", H2 e H4), 7,39-7,32 (2H, m, H3 e H6).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 190,0 (C=0), 143,0 (CB), 137,8 (C1),
136,7 (C1), 134,9 (C5), 132,9 (C4’), 130,3 (C3), 130,1 (C3’ e C5’), 128,6 (C2' e
C6'), 128,5 (C4), 127,8 (CB), 126,7 (C2), 123,2 (Ca).

7. (E)-1-(4-nitrofenil)-3-fenil-prop-2-en-1-ona (4’-nitrochalcona):

IV (ATR, cm1): 1662 (C=0), 1590 (C=C), 1515 e 1334 (NO2).

RMN H (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 8,34 (2H, d, H3’ e H5', J=8,4 Hz), 8,13 (2H,
d, H2’ e H6’, J=8,4 Hz), 7,83 (1H, d, HB, J=15,6 Hz), 7,66-7,64 (2H, m, H2 e H6),
7,47 (1H, d, Ha, J=16,0 Hz), 7,44-7,43 (3H, m, H3, H4 e H5).
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RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 189,0 (C=0), 150,0 (C4’), 146,8 (CP),
143,0 (C1), 134,2 (C1), 131,2 (C2' e C6), 129,3 (C3 e C5), 129,0 (C2 e CB6),
128,6 (C4), 123,8 (C3’ e C5'), 121,2 (Ca).

8. (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-prop-2-en-1-ona (4-metoxichalcona):

s AL LA
4 2" Sock;
IV (ATR, cm-1): 1656 (C=0), 1595 (C=C), 1250 (OCHs).

RMN H (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 8.01-7.98 (2H, m, H2' e H6'), 7.78 (1H, d,
1H, HB, J=15.6 Hz), 7.59 (2H, d, H3' e H5', J=8.8 Hz), 7.56-7.54 (1H, m, H4"),
7.50-7.46 (2H, m, H2 e H6), 7.40 (1H, d, Ha, J=16.0 Hz), 6.92 (2H, d, H3 e H5,
J=8.8 Hz), 3.84 (s, 3H, OCHs).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 190.58 (C=0), 161.65 (C4), 144.69 (CB),
138.47 (C1’), 132.54 (C4’), 130.21 (C2 e CB), 128.54 (C3' e C5'), 128.39 (C2’ e
C6’), 127.58 (C1), 119.75 (Ca), 114.39 (C3 e C5), 55.40 (OCHa).

9. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-prop-2-en-1-ona (4-nitrochalcona):

(6]
2 B 2

3| 1' / 1 3
¢ 4
4 & 6 NO
5 5 2

IV (ATR, cm): 1656 (C=0), 1592 (C=C), 1512 e 1331 (NO2).

RMN IH (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 8,26 (2H, d, H3 e H5, J=8,8 Hz), 8,02 (2H,
d, H2 e H6, J=7,2 Hz), 7,80 (1H, d, HB, J=16,0 Hz), 7,77 (2H, d, H2' e HE’, J=8,8
Hz), 7,64 (1H, d, Ha, J=15,6 Hz), 7,63-7,59 (1H, m, H4’), 7,54-7,50 (2H, m, H3’
e H5).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 189,5 (C=0), 148,5 (C4), 141,4 (CB), 141,0
(C1), 137,5 (C1’), 133,3 (C4’), 128,8 (C3’ e C5'), 128,7 (C2 e CB), 128,5 (C2’ e
C6'), 125,7 (Ca), 124,1 (C3 e C5).

10. (E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-prop-2-en-1-ona (4-metoxi-4’-

nitrochalcona)
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IV (ATR, cm-1): 1656 (C=0), 1603 (C=C), 1511 e 1339 (NO2), 1254 (OCHa).

RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 8.32 (2H, d, H3' e H5", J=8.8 Hz), 8.11 (2H,
d, H2' e H6', J=8.8 Hz), 7.80 (1H, d, HB, J=15.6 HZ), 7.34 (1H, d, Ha, J=15.6 Hz),
7.60 (2H, d, H2 e H6, J=8.8 Hz), 6.94 (2H, d, H3 e H5, J=8.8 Hz), 3.85 (s, 3H,
OCHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 188.96 (C=0), 162.23 (C4), 149.90 (C4"),
146.67 (CB), 143.42 (C1’), 130.59 (C2 e C6'), 129.26 (C2 e C6), 127.01 (C1),
123.76 (C3’ e C5'), 118.92 (Ca), 114.56 (C3 e C5), 55.45 (OCHb).

11. (E)-3-(3-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3-hidroxichalcona):

IV (ATR, cm-1): 1651 (C=0), 1602 (C=C), 3328 (OH).

RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 8,07-8,04 (2H, m, H2’ e H6’), 7,71 (1H, d,
HB, J=15,6 Hz), 7,67-7,60 (2H, m, H3' e H5’), 7,56-7,52 (1H, m, H4’), 7,54 (1H,
d, Ha, J=14,8 Hz), 7,27-7,23 (1H, m, H3), 7,22-7,19 (1H, m, H2), 7,14-7,13 (1H,
m, H4), 6,87 (1H, ddd, H6, J=7,6, 2,4, 1,2 Hz).

RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 191,0 (C=0), 157,7 (C5), 145,0 (CB), 137,9
(C1’), 136,0 (C1), 132,7 (C4’), 129,6 (C3), 128,4 (C3' e C5), 128,1 (C2' e CB),
121,4 (Ca), 119,8 (C2), 117,5 (C4), 114,3 (CB).
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Figura 1A — Espectro de Infravermelho da chalcona 1.



Parameter

1 Data File Name

2 Title
Comment

w

Origin

(S

Owner

(=)

Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value

chalcona 1
PROTON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

32

34

1.1661

0.0000

3.8339
2015-12-09T20:32:19
2015-12-09T20:35:06
399.73

6410.3
-806.8
1H
24576
65536

H2'/H6' (m) HB (d) H3'/H5' (m) H4'/H2/H6/Ha (m) H3/H4/H5 (m)
8.02 7.81 7.63 7.54 7.41
[ e | i i
& 5 h & Y
< < o Q <
i ~— ~— < o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.40
f1 (ppm)

Figura 2A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 1.
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190.50
144.80
—138.20
— 134.87
— 132.76
122.09

Parameter

Data File Name
Title
Comment

Origin

u AW N

Owner

o

Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

Value

chalcona 1
CARBON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

2000

30

1.0000

0.0000

1.3107
2015-12-09T20:35:26
2015-12-09T21:52:32

19 Spectrometer Frequency 100.52

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

25000.0
-1443.7
13C
32768
65536

190,5 C=0

1448 Cp

1362 CvU

1348 C1

1327 C&4

1305 C3 eCH

1289 C2eCH

1286 C2eC6

1264 C3eC5

1284 CA4

1220 Ca

\. ._____J‘_,J L .

195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120

f1 (ppm)

Figura 3A — Espectro de RMN de 3C da chalcona 1.
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Figura 4A — Espectro de Infravermelho da chalcona 2.
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Figura 5A — Espectro de RMN de 3C da chalcona 2.
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Figura 6A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 2.
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Figura 7A — Espectro de Infravermelho da chalcona 3.



Parameter

1 Data File Name
2 Title

3 Comment

4 Origin
5 Owner
6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value

2-metoxichalcona
PROTON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

32

36

1.1661

0.0000

3.8339
2015-12-09T21:54:32
2015-12-09721:57:18
399.73

6410.3
-806.8
1H
24576
65536

H2 (tt) H5 (d)
7.56 6.93
HB (d) H2'/H6' (m) Ha/H4' (m) H3'/H5' (m) H4 (m) H3 (t)
8.11 8.01 7.61 7.48 7.36 6.98
A — ; i ; i i —
OCH3 (s)
3.89
e e |
3
T T T T T T T r‘“ T T T T T T T T 1
3.93 3.91 3.89 3.87
f1 (ppm)
L L AP S S L TR
S S S S S 2 < <
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.6 7.5 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7

f1 (ppm)

Figura 8A — Espectro de RMN de *H da chalcona 3.
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Parameter
Data File Name
Title
Comment
Origin
Owner
Site
Spectrometer
Author
Solvent

© O N U A WN =

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

19 Spectrometer
Frequency

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value
2-metoxichalcona
CARBON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

2000

30

1.0000

0.0000

1.3107
2015-12-09T21:57:29
2015-12-09T23:14:34
100.52

25000.0
-1443.7
13C
32768
65536

NN Y

191,1 C=0
158,7 CB
1403 CP
1385 C71U
1325 C4
1317 €1
129,2 C2
1285 C3 eCH
1285 C2eCH
1239 C4
1228 Ca
1207 C3
1112 C5
555 OCH3

I |

L.

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110
f1 (ppm)

Figura 9A — Espectro de RMN de 3C da chalcona 3.
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Figura 10A — Espectro de Infravermelho da chalcona 4.
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Figura 11A — Espectro de RMN de *3C da chalcona 4.



PROTON_01
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Figura 12A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 4.
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Figura 13A — Espectro de Infravermelho da chalcona 5.



Parameter

Data File Name
2 Title
3 Comment

H4/Ha (m) H3 (m)|| H6 (m)
7.49 7.41 7.37
; { i

8.34 8.14 7.76
[ [

4 Origin
5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent
10 Temperature
11 Pulse Sequence

12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time

17 Acquisition Date

18 Modification Date

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

Value

3-cloro-4'nitro
PROTON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

64

48

1.1661

0.0000

3.8339
2016-03-04T03:34:58
2016-03-04T04:40:30

19 Spectrometer Frequency 399.73

6410.3
-806.8
1H
24576
65536

T T T T T T T T T T T T T
840 835 830 825 820 815 8.10 8.05 800 795 7.90f (7.85) 780 775 770 765 7.60 755 750 745 740 7.35
1 (ppm

Figura 14A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 5.
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97

P o & 8 S % an¥88 & 8
2 3 I8 bl RRAXN {8
(. Il [/ [
Parameter Value
1 Data File Name 3-cloro-4'-nitro
2 Title CARBON_01
3 Comment
1 88,5 C=0 4 Origin Varian
1501 C4’ 5 Owner
1449 C1° 6 Site
1 42,6 CB ; ip;ftrometer vnmrs
1360 1 Lhor
1 35’1 €5 ?0 'T'er\rl:)r:ratu re ::Cf
) . .
130’9 C2'e CO 11 Pulse Sequence s2pul
1 3013 G3 12 Number of Scans 5000
1 29:4 C4 13 Receiver Gain 30
128,0 C2 14 Relaxation Delay 1.0000
1270 C& ot 15 Pulse Width 0.0000
1238 C3¥eCy 16 Acquisition Time 1.3107
1223 Ca 17 Acquisition Date 2016-03-04T03:40:41
18 Modification Date 2016-03-04T07:53:22
19 Spectrometer Frequency 100.52
20 Spectral Width 25000.0
21 Lowest Frequency -1443.7
22 Nucleus 13C
23 Acquired Size 32768
: 24 Spectral Size 65536
|
| |
l s Wi i i A oy N NNl '-r—.w."lll‘ WA I Li‘ L o MJWMM
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 150 145 140 135 130 125 120

155
f1 (ppm)

Figura 15A — Espectro de RMN de *3C da chalcona 5.
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1605.00

61.363

973.00

62.118

1216.00
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Figura 16A — Espectro de Infravermelho da chalcona 6.
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Parameter
Data File Name
Title
Comment
Origin
Owner
Site
Spectrometer
Author
Solvent

© ® N O U A WN R

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

Value
3-clorochalcona
PROTON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

64

48

1.1661

0.0000

3.8339
2016-03-04T06:56:19
2016-03-04T08:01:54

19 Spectrometer Frequency 399.73

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

6410.3
-806.8
1H
24576
65536

H2'/H6' (m) HB (d) H3'/H5" (m))| Ha/H4'/H2/H4 (m) H3/H6 (m)

8.01 7.72 7.60 7.50 7.36

e | | | ; i i

L L & & L
L = < Q o
= pt - I et

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.f70( )7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30
1 (ppm

Figura 17A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 6.
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Parameter Value
1 Data File Name 3-clorochalcona
2 Title
3 Comment
4 Origin Varian
5 Owner
1900 C=0 6 Site
1 43,0 CB 7 Spectrometer vnmrs
13?:8 c1 8 Author
1 36,? C1 9 Solvent cdcl3
1 34,9 ChH 10 Temperature 26.0
1 32,9 c4 11 Pulse Sequence s2pul
1 30,3 C3 12 Number of Scans 5000
1301 C3 e CH 13 Receiver Gain 30
1 28,6 C2'e CB 14 Relaxation Delay 1.0000
1285 C4 15 Pulse Width 0.0000
1 2?,8 CB 16 Acquisition Time 1.3107
1 26,? c2 17 Acquisition Date 2016-03-04T07:02:06
1 23,2 Ca 18 Modification Date 2016-03-04T11:14:44
19 Spectrometer 100.52
Frequency
20 Spectral Width 25000.0
21 Lowest Frequency -1443.7
22 Nucleus 13C
23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536
D Y sy Meyrime bt b o -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 135

f1 (ppm)

Figura 18A — Espectro de RMN de '3C da chalcona 6.
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Figura 19A — Espectro de Infravermelho da chalcona 7.



Parameter Value
1 Data File Name 4'nitrochalcona
H3/H5' (d) H2'/H6' (d) HB (d) H2/H6 (m) Ha/H3/H4/H5 (m) 2 Title PROTON_01
8.34 8.13 7.83 7.65 7.46 3 Comment
[— [— A [ A 4 Origin Varian

5 Owner
6 Site
7 Spectrometer vnmrs
8 Author
9 Solvent cdcl3
10 Temperature 26.0
11 Pulse Sequence s2pul
12 Number of Scans 64
13 Receiver Gain 52
14 Relaxation Delay 1.1661
15 Pulse Width 0.0000
16 Acquisition Time 3.8339
17 Acquisition Date 2016-03-04T10:17:06
18 Modification Date 2016-03-04T11:22:38
19 Spectrometer Frequency 399.73
20 Spectral Width 6410.3
21 Lowest Frequency -806.8
22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 24576
24 Spectral Size 65536

® o S @ @

— — — — ™

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.55 8.45 8.35 8.25 8.15 8.05 7.95 7.85 7.75 7.65 7.55 7.45 7.35

f1 (ppm)

Figura 20A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 7.
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Figura 21A — Espectro de RMN de *3C da chalcona 7.

Parameter

Data File Name
Title

Comment
Origin

Owner

U A W N R

o

Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

Value

4'-nitrochalcona
CARBON_01

Varian

vhmrs

cdcl3

26.0

s2pul

5000

30

1.0000

0.0000

1.3107
2016-03-04T10:22:44
2016-03-04T14:35:22

19 Spectrometer Frequency 100.52

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

25000.0
-1443.7
13C
32768
65536

103



g5
30
as
a0
75
70
65
80
Mo | em-1 w%T Intensity
%= 1| 77800 [77620| wvs
E 2 | 688.00 | 78170 | WS
E 50 3| 98400 73684 | VS
B 4 | 824.00 | 80586 s
5 45 5 | 1578.00 | 81,689 5
8 | 1511.00 | 82.281 5
40 7 | 1016.00 | 83.024 ]
_ 2 | 1595.00 | 23150 5
35 g | 1655.00 [ 83.371 5
e 10 [ 1212.00 | a4.271 5
11 | 125000 | 84892 s
55 12 | 1281.00 | 85.385 I
13 | 1182.00 | 85.459 I
70 14 | 1303.00 | 85.317 I
15 | 721.00 |@s.48s I
15 16 | 1175.00 | 87.293 I
17 | 1445.00 | 88.171 M
10 18 | 756.00 | 92.857 W
:.
0
4000 3800 3500 3400 3200 3000 2300

Figura 22A — Espectro de Infravermelho da chalcona 8.
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Figura 23A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 8.
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Figura 24A — Espectro de RMN de 13C da chalcona 8.



90
85 3
3 w
B o
— =
80 1 >
75 1
- o |
70 7 ‘ ‘
E = = =
- 2 | 5 e |4
65 E o ] S = R |
E S ~ [=2]
3 N02 ~ ?g
60 = AJD |
E ) <] ®
E = ] i
3 W ~ N
55 3 & |
3 ~ N
@ 3 Py i
= E
e __ 5
@ 45 7
IS =
= E ,
X 70 E No | cm-1 %T Intensity
E 1 | 1331.00 | 53.719 VS
35 1 2 | 744.00 | 55.092 VS
E 3 |1512.00 | 57.732 S
Wg 4 844.00 | 60.119 S
E 5 982.00 | 61.105 S
55 1 6 | 1217.00 | 61.105 S
E 7 684.00 | 64.104 S
Wg 8 | 1592.00 | 66.345 S
= 9 | 1014.00 | 66.885 S
ﬁ 10 | 782.00 | 67.126 S
= 11 | 966.00 | 67.295 S
Wi 12 | 1656.00 | 69.043 M
E 13 | 1105.00 | 69.090 M
14 | 705.00 | 70.962 M
15 | 3076.00 | 84.390 w
B L L L B L L L L L L L B L R R B R R N R N R R R RN AR R RN RRR RN
4000 3800 3600 3400 3200 3000 1600 1400 1200 1000 800

Figura 25A — Espectro de Infravermelho da chalcona 9.
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Parameter

1 Data File Name
2 Title

3 Comment

4 Origin

5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

Value

4-nitrochalcona
PROTON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

32

48

1.1661

0.0000

3.8339
2016-03-07T05:46:54
2016-03-07T06:49:46

19 Spectrometer Frequency 399.73

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

6410.3
-806.8
1H
24576
65536

H3/Hs5 (d) H2/H6 (d) HB/H2/HE' (d) Hazva' (m)| | H3YHS' (m)
8.26 8.02 7.79 7.62 7.52
[ e e e | ; i ; i
g & & t &
~ «~ %) ~ ~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
835 830 825 820 815 810 805 800 7.95 7.90 7.85 7.80 775 770 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40

f1 (ppm)

Figura 26A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 9.
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Parameter

1 Data File Name
Title
Comment

w N

Origin

[N

Owner

(<))

Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

Value

4-nitrochalcona
CARBON_01

Varian

vnmrs

cdcl3

26.0

s2pul

5000

30

1.0000

0.0000

1.3107
2016-03-07T05:49:53
2016-03-07T10:02:30

19 Spectrometer Frequency 100.52

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency

22 Nucleus
23 Acquired Size
24 Spectral Size

25000.0
-1443.7
13C
32768
65536

aReono
1 1 VT T e T
[
1895 C=0
1485 C4
1414 Cp
1410 &1
1375 CT°
1333 C4
1288 C3 eC¥
128,71 C2e CB
1285 C2°eCH
125,7 Ca
1241 C3eCh
!
v o . e o V " v “J L»«-JWMW
200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125

f1 (ppm)

Figura 27A — Espectro de RMN de *3C da chalcona 9.

120

109



i
o
=
70 Q ] & gﬂL
z P, 2 & S| s
T LT |
NI LSRN
ol ) U ENE
[ ¥ T B T ook, A S
60 - =} g o %
@
2
£ d
= =)
cC
E
* No cm-1 T Intensity || No cm-1 %l Intensity
1 818.00 | 50485 V5 12 | 69800 | 71424 M
2 | 1511.00 | 81.574 5 13 [1583.00 | 71.435 M
3 | 993.00 [62.034 5 14 | 852.00 | 71.785 M
4 | 1022.00 | 65.006 5 15 [ 1656.00 | 72605 M
5 | 1185.00 | 88.113 s 16 | 723.00 | 72544 M
6 | 1297.00 | 65.241 5 17 | 1603.00 | 73.000 M
7 | 1009.00 | 65.874 5 18 [1014.00 | 73617 M
& | 1585.00 | 63.439 M 19 [1203.00 | 73.520 M
S | 1320.00 | 65102 ] 20 | 1425.00 | 76654 M
10 | 1254.00 | 889.275 M 21 | 7687.00 | 78.118 M
11 | 1328.00 | 70.932 M

4000 3800 3500 3400

3200

3000 2800

2600 2400

2200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 GO0

Wavenumber (cm-1)

Figura 28A — Espectro de Infravermelho da chalcona 10.
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Figura 29A — Espectro de RMN de 'H da chalcona 10.

111



CARBON_01 & Q S5 R R=EN S B n
g g g¢eq 88RY 2 % h
E g gg9 2888 3§ % ¥
PN VPN
T
2 2
3 1 oy 3
o
4 o B 4
[oiy'} CH
g 5 3
W WWWMWMWWJWMWMW
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
1 (ppm)

Figura 30A — Espectro de RMN de *3C da chalcona 10.
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Figura 31A — Espectro de Infravermelho da chalcona 11.
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H6 (ddd)
6.87
—

Parameter

Data File Name
Title
Comment

w N =

N

Origin
5 Owner

6 Site

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

Value

3-hidroxichalcona
PROTON_01

Varian

vhmrs

cd3od

25.0

s2pul

32

46

1.1661

0.0000

3.8339
2016-08-12T13:26:13
2016-08-12T13:28:58

19 Spectrometer Frequency 399.73

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

6410.3
-806.8
1H
24576
65536

(m) HB (d) H3'/H5' (m) Ha/H4' (m) H3 (m)| H2 (m) H4 (m)
8.06 7.71 7.63 7.53 725 | 7.20 7.13
' T ] F ] — —
)T( F L]», 1H ,L 1 F Jo 1 T{T{ T{
S S S S S e S
o~ — o~ o~ — — —
T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
795 790 7.8 780 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.52 (7.45) 740 735 730 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00
1 (ppm

8.05

Figura 32A — Espectro de RMN de 1H da chalcona 11.
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Parameter Value
1 Data File Name 3-hidroxichalcona
! 2 Title CARBON_01
3 Comment
4 Origin Varian
5 Owner
6 Site
1910 C=0
7 Spectrometer vnmrs
157,7 C5h . Apth
uthor
1450 Cp
! 9 Solvent cd3od
1379 C1 10 T t 25.0
136,0 C1 emperature .
1 32,? 04: 11 Pulse Sequence s2pul
umber of Scans
19968 C3 12 Number of S 5000
1 28’4 C3eCs 13 Receiver Gain 30
128’1 c2 e cE 14 Relaxation Delay 1.0000
! e | 15 Pulse Width 0.0000
1 21 :4 CG | 16 Acquisition Time 1.3107
1198 C2 17 Acquisition Date 2016-08-12T13:29:09
1175 C4 18 Modification Date 2016-08-12T16:41:46
1 1 4,3 CG 19 Spectrometer Frequency 100.52
20 Spectral Width 25000.0
21 Lowest Frequency -1443.8
22 Nucleus 13C
23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536
[
A il g . —

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
f1 (ppm)

Figura 33A — Espectro de RMN de '3C da chalcona 11.
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