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Impacto esperado: Os resultados desta tese podem levar a uma terapia mais eficaz e segura 

para o tratamento do câncer de mama, que é uma das principais causas de morte entre 

mulheres portadoras de câncer no mundo. A utilização de nanoestruturas como MOFs 

revestidos com membranas de macrófagos ou quitosana pode melhorar as propriedades 

biofarmacêuticas da piperina, reduzindo sua toxicidade e aumentando sua eficácia contra as 

células cancerígenas. Portanto, o benefício potencial desta pesquisa para a sociedade é a 

possibilidade de oferecer um tratamento mais eficaz e seguro para o câncer de mama, 

melhorando a qualidade de vida das mulheres afetadas por essa doença. 

Expected impact: The results of this these can lead to a more effective and safer therapy for 

the treatment of breast cancer, which is one of the leading causes of cancer-related death 

among women worldwide. The use of nanostructures such as MOFs coated with macrophage 

membranes or chitosan can improve the bio-pharmaceutical properties of piperine, reducing 

its toxicity and increasing its effectiveness against cancerous cells. Therefore, the potential 

benefit of this research to society is the possibility of offering a more effective and safer 

treatment for breast cancer, improving the quality of life of women affected by this disease. 
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RESUMO  

 

O câncer de mama é uma das principais causas de morte entre mulheres com câncer em todo o 

mundo, levando à busca por tratamentos quimioterápicos mais eficazes. Entre os compostos 

com potencial quimioterapêutico, destaca-se a piperina (PIP), que demonstrou atividade 

antitumoral em linhagens de câncer de mama. No entanto, a utilização desse composto em 

estudos pré-clínicos tem sido limitada devido à sua toxicidade. Uma abordagem promissora 

para melhorar as propriedades biofarmacêuticas da piperina é o uso de redes metalo-orgânicas 

(MOFs), como o MIL-100 (Fe), como sistemas de liberação de fármacos. Além disso, a 

modificação de nanoestruturas com materiais naturais, como as membranas de macrófagos 

(MM) ou quitosana (QUI), pode proporcionar uma camuflagem contra o sistema imunitário, 

resistência à degradação e liberação controlada. Inspirado por esses avanços científicos e 

tecnológicos, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial da piperina encapsulada em 

MOFs revestidos com MM ou QUI para o tratamento do câncer de mama. Neste estudo, 

foram sintetizados com sucesso os nanosistemas baseados no MIL-100(Fe) contendo piperina 

revestida com MM (MM@PIP@MIL-100(Fe)) ou com QUI (QUI@PIP@MIL-100(Fe)) por 

meio de síntese hidrotermal assistida por micro-ondas e método de impregnação. As análises 

por difração de raios-X de MIL-100(Fe) e PIP@MIL-100(Fe) revelaram a cristalinidade dos 

materiais e tamanhos de partícula de 18,32 nm e 76,18 nm, respectivamente. A presença de 

proteínas na superfície das vesículas de MM@PIP@MIL-100(Fe) foi confirmada por 

eletroforese (SDS-PAGE), enquanto o revestimento de quitosana (QUI) no MOF foi sugerido 

por espectroscopia de infravermelho. A quantificação da piperina nos MOFs foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), mostrando uma eficiência de 

encapsulamento de 95 ± 3%. Os ensaios de citotoxicidade em células de câncer de mama, 

como MCF-7, SKBR3, MDA-MB-231 e BT549, utilizando os materiais PIP@MIL-100(Fe), 

MM@PIP@MIL-100(Fe) e QUI@PIP@MIL-100(Fe), revelaram um índice de citotoxicidade 

maior em comparação com a piperina livre, com uma concentração inibitória média (IC50) 

entre duas e dezessete vezes maior. Em conclusão, este trabalho sugere potencial aplicação da 

piperina nessas nanoestruturas no tratamento do câncer de mama. 

 

Palavras chave: câncer de mama, metal-organic frameworks, MIL-100 (Fe), piperina, 

membrana celular, quitosana.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT   

 

Breast cancer is one of the leading causes of death among women with cancer worldwide, 

triggering the search for more effective chemotherapy treatments. Among the compounds 

with chemotherapeutic potential, piperine (PIP) stands out as promising due to its antitumor 

activity in breast cancer cell lines. However, the introduction of this compound in preclinical 

studies has been limited due to its toxicity. Metal-organic frameworks (MOFs), including 

MIL-100 (Fe), represent an attractive platform as drug delivery systems and can be employed 

to improve the bio-pharmaceutical properties of this molecule. Additionally, one engineering 

strategy is the modification of nanostructures with natural materials, such as macrophage 

membranes (MM) or chitosan (CHI), which are used as a camouflage system against the 

immune system within the body, providing resistance to degradation and controlled release. 

Inspired by these scientific and technological advancements, the present study aims to 

evaluate the potential of PIP encapsulated in MOFs coated with MM or CHI for-breast cancer 

treatment. In this research, we report the successful synthesis of nanosystems based on MIL-

100(Fe) containing piperine coated with MM (MM@PIP@MIL-100(Fe)) or with CHI 

(CHI@PIP@MIL-100(Fe)) via microwave-assisted hydrothermal synthesis and impregnation 

method. X-ray diffraction analysis of MIL-100(Fe) and PIP@MIL-100(Fe) revealed the 

crystallinity of the materials, with particle sizes of 18.32 nm and 76.18 nm, respectively. 

Coating of vesicles for MM@PIP@MIL-100(Fe) was confirmed by electrophoresis (SDS-

PAGE), demonstrating the presence of proteins on its surface. Chitosan coating on the MOF 

was confirmed by infrared spectroscopy. High-performance liquid chromatography (HPLC) 

was used to quantify PIP in the MOFs, showing an encapsulation efficiency of 95 ± 3%. 

Cytotoxicity assays on breast cancer cells such as MCF-7, SKBR3, MDA-MB-231, and 

BT549, using the materials PIP@MIL-100(Fe), MM@PIP@MIL-100(Fe), and 

CHII@PIP@MIL-100(Fe), revealed a higher cytotoxicity index compared to free piperine, 

with two to seventeen times higher median inhibitory concentration (IC50). In conclusion, this 

work undeniably demonstrates that these nanostructures hold promise for PIP-based therapies 

for breast cancer.  

 

Key words: Breast cancer, metal–organic framework, MIL-100 (Fe), Piperine, cell 

membrane, chitosan.  
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1 CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO  

 

1.1 Câncer de mama  

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente e a maior causa de morte 

entre mulheres portadoras de câncer no mundo. De acordo com os dados da Organização 

Mundial da Saúde (OMS), está previsto que em 2030 haverá 30 milhões de casos novos e 13 

milhões de mortes relacionadas com este câncer, devido à sua elevada capacidade metastática. 

De acordo com as estimativas realizadas pelo INCA (Instituto Nacional do Câncer), o número 

de casos novos de câncer aumentará 22 milhões nas duas décadas seguintes. No Brasil é o tipo 

de câncer mais comum entre as mulheres, com estimativas de 66.280 novos casos para o ano 

2023. O câncer de mama também acontece em homens, porém é raro, representando apenas 

1% do total de casos da doença (1). 

Os carcinomas mamários podem, ainda, ser chamados de adenocarcinoma quando, além 

de apresentarem alterações nas células epiteliais ductal, também apresentam alterações no 

padrão de crescimento glandular. A maioria dos tumores de mama é classificada em 

adenocarcinoma (2).  

A classificação pode ser de quatro tipos de câncer: receptor do fator de crescimento 

epidérmico tipo 2 (HER2), tipo basal enriquecido (sem expressão do receptor de estrogênio 

[ER]), luminal A e luminal B (que expressa o ER). As células de câncer de mama podem ter 

um, ambos ou nenhum desses receptores e são sub-classificados da seguinte forma: i) câncer 

de mama triplo negativo (TNBC) são tumores que não expressam ER, HER2 ou receptor de 

progesterona (PR) e ii) positivo os receptores hormonais (ER-positivos) são tumores que 

expressam ER e/ou PR (3). No entanto, aproximadamente 70% dos canceres de mama são 

classificados como ER-positivos, enquanto os TNBC representam 15% (4).  

As células MCF-7, SKBR-3, MDA e BT549 são linhagens de células de câncer de 

mama amplamente estudadas em pesquisas científicas. Elas possuem diferenças significativas 

em termos de expressão de receptores hormonais, amplificação do gene HER2/neu e 

características comportamentais (5). As células MCF-7 são receptoras de estrogênio (ER+), e 

tendem a crescer em agregados. As células SKBR-3 são caracterizadas pela amplificação do 

gene HER2/neu e superexpressão do receptor HER2. Elas são negativas para receptores 

hormonais (ER-) e apresentam alta capacidade de proliferação. As células MDA são triplo-

negativas ademais altamente invasivas e metastáticas, o que as torna mais agressivas e 

resistentes ao tratamento hormonal. As células BT549 também são consideradas triplo-

negativas e exibem características mesenquimais (6). Cada uma dessas linhagens celulares 
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oferece um modelo valioso para o estudo de diferentes aspectos do câncer de mama, como 

resposta hormonal, amplificação do HER2 e comportamento invasivo. 

A OMS realiza e promove o controle do câncer de mama, o qual exige ações múltiplas. 

Essas ações são acompanhadas de prevenção, diagnóstico precoce e tratamento. Existem 

quatro procedimentos principais para o tratamento do câncer, incluindo cirurgia, radiação, 

terapia hormonal e quimioterapia. No entanto, a resistência multidrogas (MDR) é uma 

condição em que as células cancerosas se tornam resistentes aos efeitos citotóxicos de vários 

agentes quimioterapêuticos estruturais e não relacionados mecanicamente. Este é um grande 

problema no tratamento clínico do câncer (7). Durante tratamento prolongado, muitos 

pacientes sofrem de MDR, o que pode reduzir a eficiência terapêutica e levar a uma falha no 

tratamento e a uma chance de sobrevivência.  

Por outro lado, a maioria dos quimioterápicos age tanto em células tumorais como em 

células normais e isto causa toxicidade sistêmica e efeitos indesejáveis ao organismo. Isto 

ocorre porque os quimioterápicos agem mais intensamente em células saudáveis do que em 

células cancerígenas (8). Além disso, a rápida eliminação e ampla distribuição de 

quimioterápicos em tecidos não alvos requerem sua administração em grande quantidade, o 

que é impraticável devido à toxicidade inespecífica inerente dos agentes quimioterápicos (9).  

A ineficiência e efeitos indesejáveis da quimioterapia atuais são causados, 

principalmente, pela formulação e farmacocinética dos quimioterápicos. Estes 

quimioterápicos por exemplo são: os taxanos (docetaxel e paclitaxel), antraciclinas 

(doxorrubicina, doxorrubicina lipossômica peguilada e epirrubicina), agentes da platina 

(cisplatina, carboplatina), entre outros. Por outro lado, seu sucesso depende da liberação 

controlada destes fármacos dirigida especificamente às células cancerígenas, com uma dose 

suficiente segura para os organismos por um longo período de tempo, podendo causar muitos 

efeitos colaterais, dependendo dos medicamentos administrados e do tempo tratamento (10).  

Sendo assim, a busca de novos agentes quimioterapêuticos, dentre eles os provenientes 

de plantas, vem aumentando significativamente nos últimos anos. Várias plantas medicinais 

têm servido como fonte de estudos de anticancerígenos e mais de 60% dos atuais fármacos 

contra o câncer, como vimblastina, topotecano, etoteca e paclitaxel, são compostos derivados 

de plantas (11, 12). 
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1.2 Piperina  

 

A piperina (PIP), também conhecida como (E, E) -1-piperoilpiperidina e (E, E) -1- [5- 

(1, 3-benzodioxol-5-il) -1-oxo-2, 4-pentidenil] piperidina (Figura 1), é um alcaloide extraído 

de sementes de plantas da família Piperácea, como são, por exemplo, a pimenta preta (3-9%) 

e a pimenta longa (3-5%) (13). Este composto tem sido utilizado como antimicrobiano, 

antiparasitário (14), antidepressivo (15), e modulador do carcinógeno de estresse oxidativo 

induzido (16). Sua estrutura química é dividida em três partes: um anel heterocíclico 

aromático, um anel piperidina e uma cadeia hidrocarbonada alifática (17). O anel piperidina é 

uma farmacóforo heterocíclico com alta atividade anticancerígena que pode inibir a 

telomerase, metaloproteases, topoisomerases e proteassomas, além de atuar em vários 

receptores nas células cancerígenas (18). Possui características químicas que a tornam 

insolúvel em água. Sua estrutura molecular hidrofóbica, a ausência de grupos hidrofílicos e 

sua polaridade apolar dificultam a interação com a água, tornando-a insolúvel. No entanto, a 

piperina é solúvel em solventes orgânicos apolares, como álcool e éter. Esses solventes 

possuem características semelhantes à PIP, o que permite sua dissolução (19). 

Figura 1. Estrutura química da piperina (PIP)  

 

Fonte: (20) 

A PIP pode inibir a proliferação de células do câncer de mama, por meio dos seguintes 

mecanismos: a) redução dos fatores de transcrição; b) indução de parada do ciclo celular e 

apoptose; c) inibição do crescimento do tumor; e d) alteração da expressão da proteína de 

sinalização (Figura 2), conforme evidenciado em estudos in vitro e in vivo com linhagens 

celulares de câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231  (21, 22). 
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Figura 2. Alvos moleculares da piperina no câncer de mama. (23) 
Nota: Fosfoinositídeo 3-quinases (PI3Ks); Proteína quinase B (Akt); linfoma de células B-2 (Bcl-2); Receptor 

do fator de crescimento epidérmico (EGFR); Proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK); proteína ativadora 

1 (AP-1); inibidor de quinase dependente de ciclina (CDK); fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); 

Metaloproteinases de matriz (MMP); fator de necrose tumoral (TNF); quinases reguladas por sinal extracelular 

(ERKs); Intensificador de cadeia leve de fator nuclear de células B ativadas (NF-κB); Poli(ADP-ribose) 

polimerase (PARP); proteínas de apoptose (IAP); sintase de ácido gordo (FAS); ↓ Down-regulated targets; ↑ Up-

regulated targets. 

 

No entanto, o uso da piperina enfrenta algumas dificuldades em virtude de seu elevado 

requisito de concentração, devido à sua natureza hidrofóbica, causando problemas 

relacionados à biodisponibilidade, imunotoxicidade e toxicidade (24, 25).  Desta forma, a sua 

incorporação em um sistema de liberação nanoestruturado pode ser uma alternativa viável 

para viabilizar o seu emprego. 

Estes nanossistemas carregados com PIP devem ter diversas características como: uma 

alta capacidade de carga, liberação controlada de drogas e atividade anticancerígena 

melhorada, em comparação com a PIP livre. Atualmente as nanoestruturas carregadas de PIP 

contra câncer de mama já foram relatados como nanopartículas poliméricas, nanotubos de 

carbono e lipossomas (Tabela 1). 
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Tabela 1.- Diferentes nanosistemas carregados de piperina contra o câncer de mama.  
Nanossistem

as 

Eficiência 

de 

encapsula

ção da 

PIP (%) 

Tempo 

de 

liberaçã

o  

Linha celular de 

câncer de mama  

Concentração inibitória 

meia máxima (IC50) 

Referência 

bibliográfica  

PIP-PLGA 36.23 ± 

5.6  

Sem 

informaç

ão  

MCF-7 128.2 ± 11.3 µM (28) 

PIP-PEG-

PLGA 

37.82 ± 

6.8  

16 dias MCF-7 129.6 ± 9.2 µM 

APT-PIP-

PEG-PLGA 

33.4 ± 3.4 Sem 

informaç

ão  

MCF-7 125.8 ± 8.7 µM 

PIP 

Lipossomas  

56 ± 2.64 3 dias MDA-MB-231 55.39 ± 1.1 µg/mL (29)  

Piperine-

MWCNTs 

Sem 

informaç

ão 

Sem 

informaçã

o 

MDA-MB-231 6 µg/mL (30) 

 

Nota: PIP: Piperina; PEG–PLGA: Polietileno glicol–ácido poliláctico–ácido co-glicólico; APT: Aptámero; 

MWCNTs: nanotubos de carbono de paredes múltiplas (23). 

 

Lipossomas são vesículas esféricas compostas por uma dupla camada de fosfolipídios e 

colesterol, utilizadas como sistemas de transporte de fármacos. Eles são biodegradáveis, 

biocompatíveis e estáveis, protegendo os fármacos da degradação e reduzindo a toxicidade 

não específica. Lipossomas são amplamente aplicados no transporte de antibióticos, 

fungicidas, vacinas e anti-inflamatórios. 

Nanolipossomas, formados a partir de fosfolipídios TPGS, têm se mostrado eficazes no 

tratamento de várias doenças, como o câncer de mama. Eles são utilizados como veículos para 

quimioterápicos lipossomais, como o Doxil, usado no tratamento do câncer de mama 

recorrente. O cetuximabe, um anticorpo monoclonal que bloqueia o antígeno EGFR, é 

frequentemente combinado com nanolipossomas para tratamento do câncer de mama triplo-

negativo (TNBC), que é mais difícil de tratar devido à ausência de expressão dos genes ER, 

PR e HER2. Além dos lipossomas, as nanopartículas poliméricas também são amplamente 

utilizadas na entrega de fármacos. O ácido polilático-co-glicólico (PLGA) é um copolímero 

biodegradável e biocompatível com capacidade de liberação controlada de fármacos (27).  

Estudos demonstraram que o PLGA pode ser usado para encapsular a rapamicina (RA), um 

composto que inibe a proliferação celular e o crescimento tumoral. A presença do 

fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP) em nanopartículas de PLGA aumentou a absorção oral da 

RA, melhorando sua eficácia no tratamento do câncer (26). 
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1.3 Nanossistemas   

Os nanossistemas são categorizados como nanomateriais inorgânicos (por exemplo, 

nanopartículas de óxido de ferro, nanopartículas de ouro e zeólitos), nanomateriais orgânicos 

(por exemplo, nanopartículas poliméricas, micelas, dendrímeros e lipossomas) e finalmente 

uma terceira categoria, que são chamados de redes metalorgânicas ou polímeros de 

coordenação porosos (MOFs) (29). 

 

1.3.1 Redes Metalorgânicas   

Os MOFs são materiais porosos construídos a partir da cristalização controlada de íons 

metálicos ou aglomerados de metais de maior nuclearidade (clusters) com ligantes orgânicos 

multitópicos (30), os quais são capazes de superar as limitações dos sistemas 

nanoestruturados, como a baixa capacidade de carga e liberação de fármaco (31).  

Os diversos métodos que são utilizados para a síntese de MOFs proporcionam a 

oportunidade de projetar e controlar as propriedades químicas e físicas desses materiais (32). 

Os MOFs são construídos a partir da montagem, exclusivamente por fortes ligações 

covalentes, subunidades inorgânicas e ligantes orgânicos, que podem ser quimicamente 

ajustáveis (por exemplo, carboxilatos, fosfonatos e imidazolatos), levando a estruturas 

cristalinas com porosidades, por vezes, muito altas e regulares (33). Além disso, a alta 

flexibilidade estrutural de alguns MOFs porosos permite a adaptação da sua porosidade à 

forma da molécula hospedada (34).  

 

1.3.1.1 MIL-100(Fe)   

Um exemplo destes MOFs é o MIL-100 (Fe) (MIL: Materials of Institute Lavoisier), 

que tem uma forma de um pó policristalino, sendo formado a partir de íons ferro(III) e o ácido 

1,3,5-benzenotricarboxílico (35). As características do MIL-100 (Fe), como a presença de 

porosidade característica de materiais mesoporosos (25 e 29 Å), alta área superficial (SBET ~ 

2.000 m2.g-1, Vp ~ 1,2 cm3.g-1), estrutura regular e a combinação com seu microambiente 

anfifílico interno (metal polar anfifílico e ligante não polar), permitem o carreamento de 

grandes quantidades de fármacos (hidrofílico, hidrofóbico e anfifílico) e também possibilita a 

cinética de liberação controlada (29, 36-39). O encapsulamento dos fármacos nestes MOFs 

tem duas vantagens importantes: (i) eliminar qualquer possibilidade de complexação, 

protegendo-os de íons e protegendo os sítios de coordenação disponíveis e (ii) aumentar a 

solubilidade do fármaco (40).  
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1.3.1.2 Citotoxicidade de MIL-100(Fe)   

O MIL-100(Fe) não apresenta citotoxicidade em alguns tipos de células, como câncer 

de pulmão humano (Calu-3), adenocarcinomas epiteliais alveolares basais humanos (A549), 

carcinoma de fígado humano (HepG2) (concentração < 0,064 mg mL-1) (41), 

adenocarcinomas colorretais epiteliais humanos heterogêneos (CACO-2) e câncer de mama 

(MCF-7) (concentração < 1,2 mg mL-1) (29). Esta baixa citotoxicidade pode estar relacionada 

com a redução do íon ferro na estrutura do MIL-100 (Fe) (na superfície interna e externa), 

gerando radicais hidroxila ou outras espécies reativas (Haber-Weiss e reação de Fenton) 

dentro da célula (41). 

 

1.3.1.3 Métodos de sínteses do MIL-100(Fe)   

O MIL-100(Fe) pode ser sintetizado por vários métodos, incluindo as técnicas 

hidrotermal assistida por micro-ondas, eletroquímica, mecanoquímica, sonoquímica, entre 

outras (42). No entanto, a síntese assistida por micro-ondas apresenta vantagens sobre as 

demais, como tempos de reação mais curtos, aquecimento homogêneo e menor 

polidispersidade, além de rápida formação, crescimento e tamanho de cristais em nanoescala. 

Além disso, estruturas em nanoescala têm sido amplamente utilizadas devido à sua 

capacidade de superar drogas e barreiras biológicas de forma eficiente ao microambiente 

tumoral (36, 43-46). 

 

1.3.1.4 Estratégias de encapsulação   

Diversas estratégias de encapsulamento de fármacos têm sido relatadas para MIL-100 

(Fe), como os métodos de impregnação, de alta pressão ou mecanoquímico (47). Um estudo 

realizado por Singco, Liu (48) utilizou uma nova estratégia de encapsulamento in situ durante 

a formação do MIL-100 (Fe) para a incorporação de ácido acetilsalicílico. Esta estratégia 

implica que algumas moléculas ou pró-drogas estejam diretamente ligadas através da 

coordenação disponível (49). Desta forma, o carreamento de fármacos com estruturas 

menores poderia ser realizado, evitando o vazamento do fármaco antes da degradação do 

carreador. No entanto, uma forte interação entre os fármacos e MOFs é essencial para 

alcançar um comportamento de carga e liberação de fármaco satisfatório, como a utilização de 

grupos funcionais especiais (COOH, SO3H, C=O, etc.) ou carga oposta que ajuda com 

sucesso no encapsulamento in situ com o MOF (50). 
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1.3.1.5 Modificações de superfície de MOFs   

Estratégias de modificação de superfície de nanopartículas de MOFs tem sido 

desenvolvida recentemente, cujo objetivo é melhorar a estabilidade química e coloidal dos 

materiais. Além disso, está funcionalização poderia ser adequada para administração 

intravenosa, o que permitiria um aumento das interações do MIL-100(Fe) com receptores 

específicos (targeting) e/ou escape do sistema imunitário associado com tempos de circulação 

mais prolongados.  

Dentro desse contexto, o biopolímero quitosana (QUI) poderia proteger a matriz e 

permanecer maior tempo em circulação e ser lentamente eliminado pelo organismo. Outras 

propriedades biológicas como a biocompatibilidade, baixa toxicidade e imunoestimulante, 

fazem atrativo o revestimento do MIL-100(Fe) por esse biopolímero. 

Outra estratégia que vem sendo investigada na engenharia de materiais é a combinação 

dos sistemas de liberação de fármacos com materiais naturais. Dentro dessa perspectiva, as 

membranas de revestimento celular são um novo tipo de nanoestruturas biomiméticas que 

combinam as funções da membrana celular e a engenharia de nanomateriais sintéticos, 

objetivando melhor entrega de agentes quimioterapêuticos (51). Uma delas consiste na 

utilização de membranas de macrófagos. Estas células são um tipo de glóbulos brancos que 

encontram e fagocitam detritos celulares, células cancerosas e quaisquer substâncias estranhas 

que não possuem os biomarcadores específicos das células do corpo saudáveis em sua 

superfície.  

Desta forma, a vantagem de recobrir nanoestruturas com membranas de macrófagos ou 

quitosana é a potencialidade de camuflagem, de forma a se evitar a depuração dos sistemas de 

fagócitos mononucleares e ter maior circulação sanguínea prolongada (52). Se as 

nanoestruturas podem ser camufladas com membranas de macrófagos ou quitosana, torna-se 

possível utilizar esta adesão célula-célula no combate ao câncer (52-54).  

Inspirados por esses avanços científicos e tecnológicos, no presente trabalho, foram 

obtidas vesículas de membrana de macrófagos naturais juntamente com suas proteínas de 

membrana; além disso, o biopolímero quitosana também foi utilizado para revestir o MIL-100 

(Fe). Previamente estes MOFs foram encapsulados com a PIP in situ mediante síntese em 

micro-ondas (PIP@MIL-100 (Fe)). Foram também realizados nesse trabalho estudos de 

eficácia destes sistemas nanoestruturados in-vitro contra células do câncer de mama. 

Pretende-se obter um sistema que seja estável em fase aquosa, que aumente a 

biodisponibilidade da piperina e reduza a toxicidade não específica deste fármaco. 
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1.4 OBJETIVO 

Avaliar o potencial da piperina encapsulada em metal-organic frameworks revestidos 

com modificações de superfície no tratamento do câncer de mama. 

 

1.5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Encapsular a piperina (PIP) no MOF de ferro, MIL-100(Fe), mediante síntese in situ 

por micro-ondas, obtendo o material PIP@MIL-100(Fe); 

• Avaliar a eficiência de encapsulação da PIP na matriz PIP@MIL-100(Fe) por 

cromatografia CLAE;  

• Produzir as vesículas derivadas da membrana dos macrófagos RAW 264.7 (vesículas 

MM) mediante o método citólise hipotônica; 

• Revestir as membranas de células de macrófagos RAW 264.7 (MM), via impregnação, 

no material PIP@MIL-100(Fe), obtendo o nanosistema MM@PIP@MIL-100(Fe); 

• Determinar e comparar as proteínas das vesículas MM das células de macrófago RAW 

264.7 com aquelas nas nanoestruturas MM@PIP@MIL-100(Fe) empregando ensaios 

de SDS-PAGE e dispersão de luz dinâmica (DLS); 

• Revestir a matriz PIP@MIL-100(Fe) com quitosana (QUI) por impregnação, com a 

preparação do biocompósito QUI@PIP@MIL-100(Fe); 

• Caracterizar as diferentes MOFs por meio de microscopia eletrônica de varredura, 

microscopia eletrônica de transmissão, medidas de dispersão de luz dinâmica (DLS), 

difração de raios X (XRD), análise térmica (TGA), porosidade por isotermas de 

adsorção de nitrogênio, espectroscopia no infravermelho (IR) e analises elementar;  

• Determinar a estabilidade da matriz PIP@MIL-100(Fe) em presença de PBS a 37 °C 

por meio de difração de raios X e microscopia eletrônica de transmissão; 

• Analisar a estabilidade da nanosistema MM@PIP@ MIL-100(Fe) por meio de DLS; 

• Avaliar o perfil de liberação da piperina a partir das diferentes nanoestruturas por 

CLAE;  

• Avaliar a citoxicidade dos diferentes tratamentos por método de ensaio colorimétrico 

em diferentes linhagens celulares de câncer de mama. 
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4 CAPÍTULO 4: Piperine-loaded Chitosan-Coated MIL-100(Fe) Nanoparticles For 
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5 CONCLUSÕES  

 

Em resumo, esse trabalho demonstra que a estratégia de preparação e de encapsulação in 

situ de fármacos em sistemas de liberação controlada baseados em MOFs oferece novas 

oportunidades para a encapsulação da piperina (PIP) no MIL-100 (Fe). Foi possível 

encapsular PIP a uma porcentagem > do 90 %, comparado com o método tradicional 

(impregnação) que encapsulou menos do que 15 % (Anexo 1). Por outro lado, foram 

desenvolvidas ainda duas novas nanoestruturas de MOFs revestidas com membrana de 

macrófago (MM) e quitosana (QUI), os quais foram aplicados em linhagens celulares de 

câncer de mama (ver a seguir). As MOFs que foram revestidas com MM e QUI mostraram 

exitosamente a modificação de superfície mediante diversas técnicas, sendo as mais 

importantes microscopia eletrônica de transmissão que sugeriu o sucesso do recobrimento das 

membranas de macrófago ou quitosana, que formaram uma camada externa de ~ 10 nm de 

espessura. Por espectroscopia vibracional no infravermelho puderam ser identificadas as 

principais bandas de absorção, incluindo aqueles referentes à estrutura de sacarídeos (1164, 

1092 e 1042 cm-1), sugerindo, portanto, a presença da quitosana no MOF. Já o sucesso na 

preparação da nanosistema MM@PIP@MIL-100(Fe) pode ser verificado através das bandas 

de massa molecular das proteínas nos ensaios de eletroforese. Foi verificado também que os 

materiais exibem uma liberação controlada do fármaco piperina, em meio PBS a dois 

diferentes valores de pH (5,0 e 7,4), a 37 °C. De um modo geral, a liberação da PIP ocorre por 

um modelo cinético tipo difusão Fickiana. Por outro lado, as modificações realizadas na 

superfície das MOFs resultaram em porcentagens menores de liberação (< 25 %, 7 dias), 

quando comparado com a matriz PIP@MIL-100(Fe). Os resultados da avaliação de 

citotoxicidade frente a quatro diferentes linhagens celular de câncer de mama (MCF-7, 

SKBR3, MDA -MB-231 e BT549) indicaram que as nanoestruturas MOFs carregadas com 

PIP são mais tóxicas do que o próprio fármaco. Com base nesses resultados, este trabalho 

demonstrou que os materiais baseados na MOF porosa MIL-100(Fe) contendo piperina e 

revestimentos de membrana de macrófago ou quitosana apresentaram um padrão de liberação 

sustentado (~ 7 dias) e controlado, demonstrando potencialidade de ser uma estrutura 

promissora em terapias baseadas em piperina contra o câncer de mama. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Embora a piperina tenha sido encapsulada com sucesso nos materiais aqui propostos, 

estudos in vivo ainda precisam ser realizados, fato esse que não foi ainda possível, pois uma 

quantidade maior de fármaco dentro das matrizes seria necessária. Este teste foi realizado 

colocando uma quantidade maior de PIP durante a síntese; todavia, este teste demonstrou que 

infelizmente os nanocompostos tiveram uma modificação em sua estrutura, conforme 

analisado em DRX e MEV. Por exemplo, ao colocar 4 mg de PIP, os resultados de 

cristalografia revelaram uma perda de cristalinidade pela diminuição de picos do difratômetro 

em 2θ= 4,72º; 6,2º; 10,26º e 10, 9º (Anexo 1). Quando 20 mg do fármaco foi adicionado no 

meio reacional, (ver Artigo 1), apenas 14 % de rendimento foi obtido e os produtos formados 

são um material amorfo e partículas na forma de agulhas (Anexo 2).  

Para a análise de citômetro de fluxo deste tipo de material, é necessário otimizar o 

encapsulamento da piperina por outro tipo de metodologia (método mecanoquímico ou 

método de alta pressão, por exemplo), conforme argumentado no parágrafo anterior, já que 

para atingir as análises dentro do citômetro é necessário que os MOFs contenham 20 mg de 

PIP, e isso não foi possível de realizar.     

A análise de internalização no nível intracelular tem sido amplamente relatada. No 

entanto, para o nosso estudo é necessário realizar modificações de superfície contendo 

fluoróforos nas matrizes tanto na vesícula da membrana do macrófago quanto na quitosana.  

Finalmente, a estratégia de síntese e encapsulamento da piperina realizados in situ nos 

materiais desenvolvidos neste trabalho poderia ser amplamente utilizada para outros tipos de 

fármacos ou outros tipos de doenças, uma vez que esta metodologia é inovadora e não há 

nenhum outro estudo relatado anteriormente.   

 

 

 
 

 

 

 

 


