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Impacto esperado: Os resultados desta tese podem levar a uma terapia mais eficaz e segura
para o tratamento do cancer de mama, que é uma das principais causas de morte entre
mulheres portadoras de cancer no mundo. A utilizacdo de nanoestruturas como MOFs
revestidos com membranas de macréfagos ou quitosana pode melhorar as propriedades
biofarmacéuticas da piperina, reduzindo sua toxicidade e aumentando sua eficacia contra as
células cancerigenas. Portanto, o beneficio potencial desta pesquisa para a sociedade é a
possibilidade de oferecer um tratamento mais eficaz e seguro para o cancer de mama,
melhorando a qualidade de vida das mulheres afetadas por essa doenga.

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 céncer de mama é uma das principais causas de morte entre mulheres com cancer em todo o
mundo, levando a busca por tratamentos quimioterapicos mais eficazes. Entre 0s compostos
com potencial quimioterapéutico, destaca-se a piperina (PIP), que demonstrou atividade
antitumoral em linhagens de cancer de mama. No entanto, a utilizacdo desse composto em
estudos pré-clinicos tem sido limitada devido a sua toxicidade. Uma abordagem promissora
para melhorar as propriedades biofarmacéuticas da piperina € o0 uso de redes metalo-organicas
(MOFs), como o MIL-100 (Fe), como sistemas de liberacdo de farmacos. Além disso, a
modificacdo de nanoestruturas com materiais naturais, como as membranas de macréfagos
(MM) ou quitosana (QUI), pode proporcionar uma camuflagem contra o sistema imunitario,
resisténcia a degradacdo e liberacdo controlada. Inspirado por esses avancos cientificos e
tecnoldgicos, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial da piperina encapsulada em
MOFs revestidos com MM ou QUI para o tratamento do cancer de mama. Neste estudo,
foram sintetizados com sucesso 0s 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 sintese hidrotermal assistida por micro-ondas e método de impregnacdo. As analises
por difracdo de raios-X de MIL-100(Fe) e PIP@MIL-100(Fe) revelaram a cristalinidade dos
materiais e tamanhos de particula de 18,32 nm e 76,18 nm, respectivamente. A presenca de
proteinas na superficie das vesiculas 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 quantificacdo da piperina nos MOFs foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), mostrando uma eficiéncia de
encapsulamento de 95 + 3%. Os ensaios de citotoxicidade em células de cancer 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 indice de citotoxicidade
maior em comparacdo com a piperina livre, com uma concentragdo inibitoria média (ICsp)
entre duas e dezessete vezes maior. Em conclusdo, este trabalho sugere potencial aplicacdo da
piperina nessas nanoestruturas no tratamento do cancer de mama.

Palavras chave: cancer 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, wusing 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 (ICso). 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 CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequente e a maior causa de morte
entre mulheres portadoras de cancer no mundo. De acordo com os dados da Organizagéo
Mundial da Satde (OMS), esta previsto que em 2030 havera 30 milhdes de casos novos e 13
milhGes de mortes relacionadas com este cancer, devido a sua elevada capacidade metastéatica.
De acordo com as estimativas realizadas pelo INCA (Instituto Nacional do Cancer), o0 nimero
de casos novos de cancer aumentard 22 milhGes nas duas décadas seguintes. No Brasil é o tipo
de cancer mais comum entre as mulheres, com estimativas de 66.280 novos casos para 0 ano
2023. O cancer de mama também acontece em homens, porém € raro, representando apenas
1% do total de casos da doenca (1).

Os carcinomas mamarios podem, ainda, ser chamados de adenocarcinoma quando, além
de apresentarem alteracdes nas células epiteliais ductal, também apresentam alteragdes no
padrdo de crescimento glandular. A maioria dos tumores de mama € classificada em
adenocarcinoma (2).

A classificacdo pode ser de quatro tipos de cancer: receptor do fator de crescimento
epidérmico tipo 2 (HER2), tipo basal enriquecido (sem expressdo do receptor de estrogénio
[ER]), luminal A e luminal B (que expressa 0 ER). As células de cancer de mama podem ter
um, ambos ou nenhum desses receptores e sdo sub-classificados da seguinte forma: i) cancer
de mama triplo negativo (TNBC) séo tumores que ndo expressam ER, HER2 ou receptor de
progesterona (PR) e ii) positivo os receptores hormonais (ER-positivos) sdo tumores que
expressam ER e/ou PR (3). No entanto, aproximadamente 70% dos canceres de mama sdo
classificados como ER-positivos, enquanto os TNBC representam 15% (4).

As células MCF-7, SKBR-3, MDA e BT549 sdo linhagens de células de céancer de
mama amplamente estudadas em pesquisas cientificas. Elas possuem diferencas significativas
em termos de expressdo de receptores hormonais, amplificagdo do gene HER2/neu e
caracteristicas comportamentais (5). As células MCF-7 sdo receptoras de estrogénio (ER+), e
tendem a crescer em agregados. As células SKBR-3 sdo caracterizadas pela amplificacdo do
gene HER2/neu e superexpressdo do receptor HER2. Elas sdo negativas para receptores
hormonais (ER-) e apresentam alta capacidade de proliferacdo. As células MDA séo triplo-
negativas ademais altamente invasivas e metastaticas, 0 que as torna mais agressivas e
resistentes ao tratamento hormonal. As células BT549 também s&o consideradas triplo-

negativas e exibem caracteristicas mesenquimais (6). Cada uma dessas linhagens celulares
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oferece um modelo valioso para o estudo de diferentes aspectos do cancer de mama, como
resposta hormonal, amplificacdo do HER2 e comportamento invasivo.

A OMS realiza e promove o controle do cancer de mama, o qual exige acdes maltiplas.
Essas acOes sdo acompanhadas de prevencdo, diagndstico precoce e tratamento. EXistem
quatro procedimentos principais para o tratamento do céncer, incluindo cirurgia, radiagéo,
terapia hormonal e quimioterapia. No entanto, a resisténcia multidrogas (MDR) é uma
condicdo em que as células cancerosas se tornam resistentes aos efeitos citotoxicos de varios
agentes quimioterapéuticos estruturais e nao relacionados mecanicamente. Este é um grande
problema no tratamento clinico do cancer (7). Durante tratamento prolongado, muitos
pacientes sofrem de MDR, o que pode reduzir a eficiéncia terapéutica e levar a uma falha no
tratamento e a uma chance de sobrevivéncia.

Por outro lado, a maioria dos quimioterapicos age tanto em células tumorais como em
células normais e isto causa toxicidade sistémica e efeitos indesejaveis ao organismo. Isto
ocorre porgque 0s quimioterapicos agem mais intensamente em células saudaveis do que em
células cancerigenas (8). Além disso, a rapida eliminacdo e ampla distribuicdo de
quimioterapicos em tecidos nao alvos requerem sua administracdo em grande quantidade, o
que é impraticavel devido a toxicidade inespecifica inerente dos agentes quimioterapicos (9).

A ineficiéncia e efeitos indesejaveis da quimioterapia atuais sdo causados,
principalmente, pela formulagdo e farmacocinética dos quimioterdpicos. Estes
qguimioterapicos por exemplo sdo: os taxanos (docetaxel e paclitaxel), antraciclinas
(doxorrubicina, doxorrubicina lipossdbmica peguilada e epirrubicina), agentes da platina
(cisplatina, carboplatina), entre outros. Por outro lado, seu sucesso depende da liberacdo
controlada destes farmacos dirigida especificamente as células cancerigenas, com uma dose
suficiente segura para os organismos por um longo periodo de tempo, podendo causar muitos
efeitos colaterais, dependendo dos medicamentos administrados e do tempo tratamento (10).

Sendo assim, a busca de novos agentes quimioterapéuticos, dentre eles 0s provenientes
de plantas, vem aumentando significativamente nos Gltimos anos. Varias plantas medicinais
tém servido como fonte de estudos de anticancerigenos e mais de 60% dos atuais farmacos
contra o cancer, como vimblastina, topotecano, etoteca e paclitaxel, sdo 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-ox0-2, 4-pentidenil] piperidina (Figura 1), é um alcaloide extraido
de sementes de plantas da familia Piperacea, como sdo, por exemplo, a pimenta preta (3-9%)
e a pimenta longa (3-5%) (13). Este composto tem sido utilizado como antimicrobiano,
antiparasitario (14), antidepressivo (15), e modulador do carcinégeno de estresse oxidativo
induzido (16). Sua estrutura quimica é dividida em trés partes: um anel heterociclico
aromatico, um anel piperidina e uma cadeia hidrocarbonada alifatica (17). O anel piperidina é
uma farmacoforo heterociclico com alta atividade anticancerigena que pode inibir a
telomerase, metaloproteases, topoisomerases e proteassomas, além de atuar em Varios
receptores nas células cancerigenas (18). Possui caracteristicas quimicas que a tornam
insollvel em &gua. Sua estrutura molecular hidrofébica, a auséncia de grupos hidrofilicos e
sua polaridade apolar dificultam a interacdo com a agua, tornando-a insoltvel. No entanto, a
piperina é solivel em solventes organicos apolares, como alcool e éter. Esses solventes
possuem caracteristicas semelhantes & PIP, o que permite sua dissolucéo (19).
Figura 1. Estrutura quimica da piperina (PIP)
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Fonte: (20)

A PIP pode inibir a proliferagdo de células do cancer de mama, por meio dos seguintes
mecanismos: a) reducdo dos fatores de transcricdo; b) indugéo de parada do ciclo celular e
apoptose; c) inibi¢cdo do crescimento do tumor; e d) alteracdo da expressdo da proteina de
sinalizacdo (Figura 2), conforme evidenciado em estudos in vitro e in vivo com linhagens
celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 (21, 22).
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Figura 2. Alvos moleculares da piperina no cancer de mama. (23)

Nota: Fosfoinositideo 3-quinases (PI3Ks); Proteina quinase B (Akt); linfoma de células B-2 (Bcl-2); Receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR); Proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK); proteina 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-xB); Poli(ADP-ribose)
polimerase (PARP); proteinas de apoptose (IAP); sintase de acido gordo (FAS); | Down-regulated targets; 1 Up-
regulated targets.

No entanto, o uso da piperina enfrenta algumas dificuldades em virtude de seu elevado
requisito de concentracdo, devido a sua natureza hidrofébica, causando problemas
relacionados a biodisponibilidade, imunotoxicidade e toxicidade (24, 25). Desta forma, a sua
incorporacdo em um sistema de liberacdo nanoestruturado pode ser uma alternativa viavel
para viabilizar o seu emprego.

Estes nanossistemas carregados com PIP devem ter diversas caracteristicas como: uma
alta capacidade de carga, liberacdo controlada de drogas e atividade anticancerigena
melhorada, em comparacdo com a PIP livre. Atualmente as nanoestruturas carregadas de PIP
contra cancer de mama ja foram relatados como nanoparticulas poliméricas, nanotubos de

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

Nanossistem  Eficiéncia Tempo Linha celular de Concentragdo inibitéria Referéncia
as de de cancer de mama meia maxima (I1Cso) bibliografica
encapsula liberacé
cao da o

PIP (%)
PIP-PLGA 36.23 + Sem MCF-7 128.2+11.3 pM (28)
5.6 informac
do
PIP-PEG- 37.82 + 16dias MCF-7 129.6 £ 9.2 uM
PLGA 6.8
APT-PIP- 33.4+34 Sem MCF-7 125.8+ 8.7 uM
PEG-PLGA informacg
do
PIP 56 +2.64 3dias MDA-MB-231 55.39 + 1.1 pg/mL (29)
Lipossomas
Piperine- Sem Sem MDA-MB-231 6 ng/mL (30)
MWCNTSs informa¢  informaca
do 0

Nota: PIP: Piperina; PEG-PLGA: Polietileno glicol-acido polilactico—-acido co-glicolico; APT: Aptamero;
MWCNTSs: nanotubos de carbono de paredes multiplas (23).

Lipossomas sdo vesiculas esféricas compostas por uma dupla camada de fosfolipidios e
colesterol, utilizadas como sistemas de transporte de farmacos. Eles sdo biodegradaveis,
biocompativeis e estaveis, protegendo os farmacos da degradacdo e reduzindo a toxicidade
ndo especifica. Lipossomas sdo amplamente aplicados no transporte de antibidticos,
fungicidas, vacinas e anti-inflamatorios.

Nanolipossomas, formados a partir de fosfolipidios TPGS, tém se mostrado eficazes no
tratamento de varias doencas, como o cancer de mama. Eles sdo utilizados como veiculos para
quimioterapicos lipossomais, como o Doxil, usado no tratamento do céncer de mama
recorrente. O cetuximabe, um anticorpo monoclonal que blogueia o antigeno EGFR, é
frequentemente combinado com nanolipossomas para tratamento do cancer de mama triplo-
negativo (TNBC), que é mais dificil de tratar devido a auséncia de expressdo dos genes ER,
PR e HER2. Além dos lipossomas, as nanoparticulas poliméricas também sdo amplamente
utilizadas na entrega de farmacos. O acido polilatico-co-glicélico (PLGA) é um copolimero
biodegradavel e biocompativel com capacidade de liberagdo controlada de farmacos (27).
Estudos demonstraram que o PLGA pode ser usado para encapsular a rapamicina (RA), um
composto que inibe a proliferacdo celular e o crescimento tumoral. A presenca do
fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP) em nanoparticulas de PLGA aumentou a absorcéo oral da

RA, melhorando sua eficacia no tratamento do cancer (26).
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1.3 Nanossistemas

Os nanossistemas sdo categorizados como nanomateriais inorgénicos (por exemplo,
nanoparticulas de oxido de ferro, nanoparticulas de ouro e zeo6litos), nanomateriais organicos
(por exemplo, nanoparticulas poliméricas, micelas, dendrimeros e lipossomas) e finalmente
uma terceira categoria, que sdo chamados de redes metalorganicas ou polimeros de
coordenacdo porosos (MOFs) (29).

1.3.1 Redes Metalorganicas

Os MOFs sdo materiais porosos construidos a partir da cristalizacdo controlada de ions
metalicos ou aglomerados de metais de maior nuclearidade (clusters) com ligantes organicos
multitépicos (30), os quais sdo capazes de superar as limitacGes dos sistemas
nanoestruturados, como a baixa capacidade de carga e liberacdo de farmaco (31).

Os diversos métodos que sdo utilizados para a sintese de MOFs proporcionam a
oportunidade de projetar e controlar as propriedades quimicas e fisicas desses materiais (32).
Os MOFs sdo construidos a partir da montagem, exclusivamente por fortes ligacOes
covalentes, subunidades inorganicas e ligantes organicos, que podem ser quimicamente
ajustaveis (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 adaptacdo da sua porosidade a

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),
gue tem uma forma de um po policristalino, sendo formado a partir de ions ferro(ll1) e o &cido
1,3,5-benzenotricarboxilico (35). As caracteristicas do MIL-100 (Fe), como a presenca de
porosidade caracteristica de materiais mesoporosos (25 e 29 A), alta area superficial (Sget ~
2.000 m?.g?, Vp ~ 1,2 cm®.g?), estrutura regular e a combinagdo com seu microambiente
anfifilico interno (metal polar anfifilico e ligante ndo polar), permitem o carreamento de
grandes quantidades de farmacos (hidrofilico, hidrofobico e anfifilico) e também possibilita a
cinética de liberagcdo controlada (29, 36-39). O encapsulamento dos farmacos nestes MOFs
tem duas vantagens importantes: (i) eliminar qualquer possibilidade de complexacéo,
protegendo-os de ions e protegendo os sitios de coordenacdo disponiveis e (ii) aumentar a

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

O MIL-100(Fe) ndo apresenta citotoxicidade em alguns tipos de células, como cancer
de pulméao humano (Calu-3), adenocarcinomas epiteliais alveolares basais humanos (A549),
carcinoma de figado humano (HepG2) (concentragdo < 0,064 mg mL™) (41),
adenocarcinomas colorretais epiteliais humanos heterogéneos (CACO-2) e cancer de mama
(MCF-7) (concentragdo < 1,2 mg mL™?) (29). Esta baixa citotoxicidade pode estar relacionada
com a reducao do ion ferro na estrutura do MIL-100 (Fe) (na superficie interna e externa),
gerando radicais hidroxila ou outras espécies reativas (Haber-Weiss e reacdo de Fenton)
dentro da célula (41).

1.3.1.3 Meétodos de sinteses do MIL-100(Fe)

O MIL-100(Fe) pode ser sintetizado por varios métodos, incluindo as técnicas
hidrotermal assistida por micro-ondas, eletroquimica, mecanoquimica, sonoquimica, entre
outras (42). No entanto, a sintese assistida por micro-ondas apresenta vantagens sobre as
demais, como tempos de reacdo mais curtos, aquecimento homogéneo e menor
polidispersidade, além de rapida formacéo, crescimento e tamanho de cristais em nanoescala.
Além disso, estruturas em nanoescala tém sido amplamente utilizadas devido a sua
capacidade de superar drogas e barreiras bioldgicas de forma eficiente ao microambiente
tumoral (36, 43-46).

1.3.1.4 Estratégias de encapsulacédo

Diversas estratégias de encapsulamento de farmacos tém sido relatadas para MIL-100
(Fe), como os métodos de impregnacéo, de alta pressdo ou mecanoquimico (47). Um estudo
realizado por Singco, Liu (48) utilizou uma nova estratégia de encapsulamento in situ durante
a formacdo do MIL-100 (Fe) para a incorporacdo de &cido acetilsalicilico. Esta estratégia
implica que algumas moléculas ou pro-drogas estejam diretamente ligadas através da
coordenacdo disponivel (49). Desta forma, o carreamento de farmacos com estruturas
menores poderia ser realizado, evitando o vazamento do farmaco antes da degradacdo do
carreador. No entanto, uma forte interagdo entre os farmacos e MOFs é essencial para
alcancar um comportamento de carga e liberacdo de farmaco satisfatorio, como a utilizacéo de
grupos funcionais especiais (COOH, SOsH, C=0, etc.) ou carga oposta que ajuda com

sucesso no encapsulamento in situ com o MOF (50).
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1.3.1.5 ModificacGes de superficie de MOFs

Estratégias de modificagdo de superficie de nanoparticulas de MOFs tem sido
desenvolvida recentemente, cujo objetivo € melhorar a estabilidade quimica e coloidal dos
materiais. Além disso, estd funcionalizacdo poderia ser adequada para administracdo
intravenosa, 0 que permitiria um aumento das interacdes do MIL-100(Fe) com receptores
especificos (targeting) e/ou escape do sistema imunitario associado com tempos de circulacao
mais prolongados.

Dentro desse contexto, o biopolimero quitosana (QUI) poderia proteger a matriz e
permanecer maior tempo em circulagédo e ser lentamente eliminado pelo organismo. Outras
propriedades biologicas como a biocompatibilidade, baixa toxicidade e imunoestimulante,
fazem atrativo o revestimento do MIL-100(Fe) por esse biopolimero.

Outra estratégia que vem sendo investigada na engenharia de materiais é a combinacéo
dos sistemas de liberacdo de farmacos com materiais naturais. Dentro dessa perspectiva, as
membranas de revestimento celular séo um novo tipo de nanoestruturas biomiméticas que
combinam as fungdes da membrana celular e a engenharia de nanomateriais sintéticos,
objetivando melhor entrega de agentes quimioterapéuticos (51). Uma delas consiste na
utilizacdo de membranas de macrofagos. Estas células sdo um tipo de glébulos brancos que
encontram e fagocitam detritos celulares, células cancerosas e quaisquer substancias estranhas
que ndo possuem os biomarcadores especificos das células do corpo saudaveis em sua
superficie.

Desta forma, a vantagem de recobrir nanoestruturas com membranas de macréfagos ou
quitosana é a potencialidade de camuflagem, de forma a se evitar a depuracao dos sistemas de
fagécitos mononucleares e ter maior circulacdo sanguinea prolongada (52). Se as
nanoestruturas podem ser camufladas com membranas de macr6fagos ou quitosana, torna-se
possivel utilizar esta adesao célula-célula no combate ao cancer (52-54).

Inspirados por esses avancos cientificos e tecnoldgicos, no presente trabalho, foram
obtidas vesiculas de membrana de macréfagos naturais juntamente com suas proteinas de
membrana; além disso, o biopolimero quitosana também foi utilizado para revestir o MIL-100
(Fe). Previamente estes MOFs foram encapsulados com a PIP in situ mediante sintese em
micro-ondas (PIP@MIL-100 (Fe)). Foram também realizados nesse trabalho estudos de
eficacia destes sistemas nanoestruturados in-vitro contra células do cancer de mama.
Pretende-se obter um sistema que seja estavel em fase aquosa, que aumente a

biodisponibilidade da piperina e reduza a toxicidade ndo especifica deste farmaco.
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1.4 OBJETIVO

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

com modificacdes de superficie no tratamento do cancer de mama.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Encapsular a piperina (PIP) no MOF de ferro, MIL-100(Fe), mediante sintese in situ
por micro-ondas, obtendo o material PIP@MIL-100(Fe);

Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo da PIP na matriz PIP@MIL-100(Fe) por
cromatografia CLAE;

Produzir as vesiculas derivadas da membrana dos macréfagos RAW 264.7 (vesiculas
MM) mediante o0 método citdlise hipotonica;

Revestir as membranas de células de macréfagos RAW 264.7 (MM), via impregnacéo,
no material PIP@MIL-100(Fe), obtendo o nanosistema MM@PIP@MIL-100(Fe);
Determinar e comparar as proteinas das vesiculas MM das células de macréfago RAW
264.7 com aqguelas nas nanoestruturas MM@PIP@MIL-100(Fe) empregando ensaios
de SDS-PAGE e disperséo de luz dindmica (DLS);

Revestir a matriz PIP@MIL-100(Fe) com quitosana (QUI) por impregnagdo, com a
preparacao do biocomposito QUI@PIP@MIL-100(Fe);

Caracterizar as diferentes MOFs por meio de microscopia eletronica de varredura,
microscopia eletronica de transmissdo, medidas de dispersdo de luz dindmica (DLS),
difracdo de raios X (XRD), analise térmica (TGA), porosidade por isotermas de
adsorcéo de nitrogénio, espectroscopia no infravermelho (IR) e analises elementar;
Determinar a estabilidade da matriz PIP@MIL-100(Fe) em presenca de PBS a 37 °C
por meio de difracdo de raios X e microscopia eletronica de transmissao;

Analisar a estabilidade da nanosistema MM@PIP@ MIL-100(Fe) por meio de DLS;
Avaliar o perfil de liberagdo 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 cancer de mama.
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5 CONCLUSOES

Em resumo, esse trabalho demonstra que a estratégia de preparacdo e de encapsulacéo in
situ de farmacos em sistemas de liberacdo controlada baseados em MOFs oferece novas
oportunidades para a encapsulacdo da piperina (PIP) no MIL-100 (Fe). Foi possivel
encapsular PIP a uma porcentagem > do 90 %, comparado com o método tradicional
(impregnagdo) que encapsulou menos do que 15 % (Anexo 1). Por outro lado, foram
desenvolvidas ainda duas novas nanoestruturas de MOFs revestidas com membrana de
macrofago (MM) e quitosana (QUI), os quais foram aplicados em linhagens celulares de
cancer de mama (ver a seguir). As MOFs que foram revestidas com MM e QUI mostraram
exitosamente a modificacdo de superficie mediante diversas técnicas, sendo as mais
importantes microscopia eletronica de transmissao que sugeriu o sucesso do recobrimento das
membranas de macréfago ou quitosana, que formaram uma camada externa de ~ 10 nm de
espessura. Por espectroscopia vibracional no infravermelho puderam ser identificadas as
principais bandas de absor¢do, incluindo aqueles referentes a estrutura de sacarideos (1164,
1092 e 1042 cm™), sugerindo, portanto, a presenca da quitosana no MOF. J& 0 sucesso na
preparacdo da nanosistema MM@PIP@MIL-100(Fe) pode ser verificado através das bandas
de massa molecular das proteinas nos ensaios de eletroforese. Foi verificado também que os
materiais exibem uma liberacdo controlada do farmaco piperina, em meio PBS a dois
diferentes valores de pH (5,0 e 7,4), a 37 °C. De um modo geral, a liberacéo da PIP ocorre por
um modelo cinético tipo difusdo Fickiana. Por outro lado, as modificages realizadas na
superficie das MOFs resultaram em porcentagens menores de liberacdo (< 25 %, 7 dias),
guando comparado com a matriz PIP@MIL-100(Fe). Os resultados da avaliacdo de
citotoxicidade frente a quatro diferentes linhagens celular de cancer de mama (MCF-7,
SKBR3, MDA -MB-231 e BT549) indicaram que as nanoestruturas MOFs carregadas com
PIP sdo mais toxicas do que o proprio farmaco. Com base nesses resultados, este trabalho
demonstrou que os materiais baseados na MOF porosa MIL-100(Fe) contendo piperina e
revestimentos de membrana de macréfago ou quitosana apresentaram um padréo de liberacéo
sustentado (~ 7 dias) e controlado, demonstrando potencialidade de ser uma estrutura

promissora em terapias baseadas em piperina contra o cancer de mama.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Embora a piperina tenha sido encapsulada com sucesso nos materiais aqui propostos,
estudos in vivo ainda precisam ser realizados, fato esse que nédo foi ainda possivel, pois uma
quantidade maior de farmaco dentro das matrizes seria necesséria. Este teste foi realizado
colocando uma quantidade maior de PIP durante a sintese; todavia, este teste demonstrou que
infelizmente os nanocompostos tiveram uma modificacdo 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 diminuigéo de picos do difratdmetro
em 20=4,72° 6,2° 10,26° ¢ 10, 9° (Anexo 1). Quando 20 mg do farmaco foi adicionado no
meio reacional, (ver Artigo 1), apenas 14 % de rendimento foi obtido e os produtos formados
sdo um material amorfo e particulas na forma de agulhas (Anexo 2).

Para a andlise de citdbmetro de fluxo deste tipo de material, € necessario otimizar o
encapsulamento da piperina por outro tipo de metodologia (método mecanoquimico ou
método de alta pressdo, por exemplo), conforme argumentado no paragrafo anterior, ja que
para atingir as analises dentro do citdmetro é necessario que os MOFs contenham 20 mg de
PIP, e isso ndo foi possivel de realizar.

A andlise de internalizagdo no nivel intracelular tem sido amplamente relatada. No
entanto, para 0 nosso estudo € necessario realizar modificacGes de superficie contendo
fluoréforos nas matrizes tanto na vesicula da membrana do macréfago quanto na quitosana.

Finalmente, a estratégia de sintese e encapsulamento da piperina realizados in situ nos
materiais desenvolvidos neste trabalho poderia ser amplamente utilizada para outros tipos de
farmacos ou outros tipos de doencas, uma vez que esta metodologia é inovadora e ndo ha

nenhum outro estudo relatado anteriormente.



