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RESUMO

O cancer ¢ um conjunto de doencgas que t€ém em comum o crescimento desordenado de células,
resultando na formag¢do de um novo tecido chamado de tumor maligno. O cancer de mama € o
mais incidente e a causa mais frequente de morte por cancer em mulheres, representando a
quinta causa de morte por cancer em geral. Tumores de mama triplo negativos, que nao
apresentam os marcadores tradicionais de cancer de mama, sao considerados os mais agressivos
e ndo dispdem de terapia especifica, sendo utilizada a quimioterapia convencional, associada a
diversos efeitos colaterais e baixa especificidade. Com o intuito de tentar melhorar essas
limitagdes da terapia tradicional, hda uma busca crescente no desenvolvimento de novos
tratamentos para o cancer de mama, utilizando por exemplo, sistemas de liberacao de farmacos.
Dentre os diversos sistemas estudados, Biocompatible Metal Organic Frameworks (bioMOFs),
ou seja, polimeros de coordenagdo, podem ser promissores € atrativos para incorporagdo e
liberacao de farmacos devido a sua area superficial e tamanhos de poros relativamente elevados,
biodegradabilidade intrinseca e possibilidade de funcionalizacdo pods-sintese. Dentro deste
contexto, o objetivo desta tese foi desenvolver dois novos sistemas carreadores de farmacos
(RCA e bioMOF-101) contendo curcumina incorporada, cuja superficie destes materiais foi
revestida com moléculas de acido f6lico, a fim de promover o direcionamento destes sistemas
até a regido tumoral. Ambos os sistemas carreadores RCA e bioMOF-101 foram sintetizados e
caracterizados empregando diversas técnicas de caracterizagdo, como: espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (FTIR), microscopia eletronica de alta resolugao (MEV -
FEG), difragdo de raios-X de p6 (DRX-p0), andlise térmica (TG-DSC), microscopia dptica de
luz polarizada e andlise elementar. Apos as caracterizagdes ambos os materiais foram
submetidos a ensaios de encapsulacdo do farmaco, cujas eficiéncias de encapsulacdo foram de
32,80% para o CCM@RCA-1D e 99,42% para a CCM@bioMOF-101-1D. A partir da técnica
de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H foi possivel verificar o
aparecimento de sinais referentes ao acido folico, sugerindo sucesso na funcionaliza¢do destas
matrizes. Os materiais com ¢ sem acido folico foram submetidos a ensaios de liberagao do
farmaco em pH dependente. Com esses ensaios foi possivel verificar que ambas as matrizes
apresentaram taxas de liberacao maiores em pH acido. Testes in vitro, como viabilidade celular
e tipo de morte celular foram avaliados em ambas as séries de compostos (CCM@RCA-1D,
CCM@RCA-1D/FA, CCM@bioMOF-101-1D e CCM@bioMOF-101-1D/FA) em linhagens
tumorais de mama (MCF-7,4T1, MDA-MB-231) e linhagem normal (NHI/3T3). Os resultados



revelaram uma baixa toxicidade dos materiais e morte celular por apoptose tardia. Estudos in
vivo, foram realizados com os compostos CCM@bioMOF-101-1D ¢ CCM@bioMOF-101-
ID/FA e apesar de ndao apresentarem uma redugdo na regido tumoral, o composto
CCM@bioMOF-101-1D/FA revelou uma reducdo no volume alveolar, sendo este um
indicativo de sua eficicia frente ao modelo testado. Assim, esses resultados indicam que as

matrizes estudadas podem ser carreadores promissores no tratamento do cancer de mama.

Palavras Chave: Cancer, Sistemas de Liberagao, bioMOFs, Curcumina, Funcionalizacao.



ABSTRACT

Cancer is a group of diseases that have in common the disordered growth of cells, resulting in
the formation of new tissue called a malignant tumor. Breast cancer is the most incident and the
most frequent cause of cancer death in women, representing the fifth leading cause of cancer
death overall. Triple negative breast tumors, which do not have the traditional breast cancer
markers, are considered the most aggressive and do not have specific therapy, being used
conventional chemotherapy, associated with several side effects and low specificity. In order to
try to improve these limitations of traditional therapy, there is a growing search for the
development of new treatments for breast cancer, using, for example, drug delivery systems.
Among the various systems studied, Biocompatible Metal Organic Frameworks (bioMOFs),
that is, coordination polymers, can be promising and attractive for drug incorporation and
release due to their relatively high surface area and pore sizes, intrinsic biodegradability and
possibility of functionalization post-synthesis. Within this context, the objective of this thesis
was to develop two new drug carrier systems (RCA and bioMOF-101) containing incorporated
curcumin, whose surface of these materials was coated with folic acid molecules, in order to
promote the targeting of these systems to the region tumor. Both RCA and bioMOF-101 carrier
systems were synthesized and characterized using various characterization techniques, such as:
infrared vibrational spectroscopy (FTIR), high resolution electron microscopy (FEG-SEM),
powder X-ray diffraction (PXRD), thermal analysis (TG-DSC), polarized light optical
microscopy and elemental analysis. After the characterizations, both materials were submitted
to drug encapsulation tests, whose encapsulation efficiencies were 32.80% for CCM@RCA-
1D and 99.42% for CCM@bioMOF-101-1D. From the 1H nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy technique, it was possible to verify the appearance of signals referring to folic
acid, suggesting success in the functionalization of these matrices. The materials with and
without folic acid were submitted to drug release tests at dependent pH. With these tests it was
possible to verify that both matrices presented higher release rates in acidic pH. In vitro tests
such as cell viability and type of cell death were evaluated in both series of compounds
(CCM@RCA-1D, CCM@RCA-1D/FA, CCM@bioMOF-101-1D and CCM@bioMOF-101-
1D /FA) in breast tumor cell lines (MCF-7, 4T1, MDA-MB-231) and normal cell line
(NHI/3T3). The results revealed a low toxicity of the materials and cell death by late apoptosis.
In vivo studies were performed with the compounds CCM@bioMOF-101-1D and
CCM@bioMOF-101-1D/FA and despite not showing a reduction in the tumor region, the



compound CCM@bioMOF-101-1D/FA revealed a reduction in alveolar volume, which is an
indication of its effectiveness against the tested model. Thus, these results indicate that the

studied matrices can be promising carriers in the treatment of breast cancer.

Keywords: Cancer, Drug Delivery Systems, BioMOFs, Curcumin, Functionalization.
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1 INTRODUCAO

A industrializacdo e os avangos das ciéncias médicas ocasionaram uma significativa
alteracdo da demografia mundial, devido a reducao das taxas de mortalidade e ao aumento da
expectativa de vida. Como consequéncia, houve uma alteragdo no perfil de mortalidade, com
diminuic¢ao da taxa de mortes provocadas por doencas infecciosas e aumento da taxa de mortes
associadas a doencas cronico-degenerativas, especialmente doencas cardiovasculares e cancer.

Estima-se que, ao longo do século XXI, o cancer se torne a principal causa de morte nos
paises subdesenvolvidos, devido a falta de acesso a programas de deteccao precoce e aos
servicos de tratamento. De particular interesse, o cancer de mama € o tipo de neoplasia maligna
que mais acomete as mulheres, sendo o segundo mais incidente em todo o mundo.! Nos tltimos
anos tem-se investigado a presenca de marcadores especificos neste cancer, sendo os principais
grupos identificados os receptores de estrogeno (RE), progesterona (RP) e o receptor epidermal
humano 2 (HER2).2

E importante considerar que os tumores de mama triplo negativos, que nio apresentam
os marcadores tradicionais de cancer de mama, como RE, RP e HER2, sdo considerados os
mais agressivos e ndo dispdem de terapia especifica, sendo utilizada a quimioterapia tradicional,
associada a diversos efeitos colaterais.> Neste sentido, um outro marcador bioquimico bastante
relevante € o receptor de folato, expresso em baixa quantidade por células normais, sendo essa
expressdo aumentada em diversos tipos de tumores (ovério, prostata e mama).*> Assim, o acido
folico, necessario para a biossintese de bases nucleotidicas e aminoacidos, pode ser empregado
para o direcionamento de nanoparticulas a células com superexpressao de receptor de folato.

O tratamento utilizado para cancer de mama com presenga de metastase ¢ a quimioterapia
que, apesar de ser efetiva, muitas vezes ¢ associada a limitagdes, como por exemplo,
desenvolvimento de resisténcia a terapia, além de efeitos colaterais indesejados. Um outro
ponto importante ¢ a necessidade de utilizagdo de mais de um farmaco para que o tratamento
se torne eficaz. Portanto, o desenvolvimento de novas modalidades de tratamentos € de extrema
importancia nao s6 para o tratamento, mas também para prevenir a progressao do cancer em
fase metastatica.®

Com o intuito de melhorar essas limitagdes presentes na terapéutica convencional, ha uma
busca por tratamentos utilizando Medicina Complementar e Alternativa (MCA), sendo esta
reconhecida pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos. Ao contrario dos farmacos

ja vigentes na terapia convencional, os compostos baseados em plantas e produtos naturais sao
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capazes de combater o cancer por varias vias, além de normalmente ndo apresentarem
toxicidade para as células normais.”*®

A curcumina (CCM) ¢ um composto polifendlico hidrofobico derivado dos rizomas de
Curcuma longa, conhecido popularmente como acafrao. Estudos mostraram que a CCM possui
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, anti-HIV, antimicrobiana, antiangiogénica e
antitumoral, além de apresentar baixa toxicidade.”'* Apesar da CCM ser vista como um
farmaco em potencial na terapia do cancer e na quimioprevengao, esta possui limitagdes que
incluem baixa solubilidade em agua em condi¢des de pH fisiologico e acido, hidrélise rapida
em pH alcalino e instabilidade em presenca de luz.'*

Portanto, o desenvolvimento de um sistema de liberagdo que permita a administragao
eficiente da CCM ¢ de suma importancia para que se possa aproveitar o potencial deste agente

antitumoral.'”

Diversos sistemas carreadores de farmacos, tais como nanoparticulas
poliméricas, lipossomas, hidrogéis, microemulsdes, nanocapsulas e nanoesferas e sistemas
inorganicos (Metal-Organic Frameworks — MOFs e so6lidos de coordenagdo) estdo sendo
estudados com o objetivo de obter um produto final com uma melhor biodisponibilidade da
CCM. 1617

Desta forma, tendo observado tais limitagdes e a necessidade de desenvolvimento de
novos tratamentos para o cancer de mama, o tema proposto nesta tese ¢ desenvolver sistemas
carreadores de farmacos contendo CCM incorporada, cuja superficie destes materiais ¢

revestida com moléculas de acido folico, como uma estratégia de direcionamento as células

tumorais de mama.



30

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Encapsular CCM nos dois compostos sintetizados (RCA e bioMOF-101), funcionaliza-
los com folato para avaliacdo destes carreadores em modelos in vitro e in vivo de cancer de

mama.

1.1.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar o RCA e bioMOF-101;

e Validar método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificag¢do
de CCM;

e Encapsular a CCM em ambos 0os compostos;

e (aracterizar os materiais contendo CCM encapsulada;

e Funcionalizar o RCA e bioMOF-101 com acido f6lico;

e (aracterizar os compostos apds funcionalizagdo;

e Realizar ensaio de liberacdo in vitro de CCM;

e Realizar experimentos in vitro em diferentes linhagens celulares tumorais de mama;

e Realizar experimentos in vivo.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cancer de Mama

Cancer ¢ um termo usado para denominar um conjunto vasto de doengas caracterizadas
pela multiplicagdo descontrolada de células atipicas, o que leva a formagao de tumores (tecido
anormal). Esses tumores possuem a propriedade de se disseminarem entre os tecidos normais,
sendo que esse processo de deslocamento das células cancerigenas implica na formagao de um
tumor secundario, chamado de metastase.'®

O cancer de mama ¢ o tipo de neoplasia maligna que mais acomete as mulheres, sendo o
segundo mais incidente em todo o mundo. Em 2020, o diagndstico e tratamento desta doenga
foram dificultados pela pandemia do COVID-19, apresentando 2,3 milhdes de novos casos e
685.000 mortes em todo o mundo. Ja neste ano de 2021, estima-se que s6 nos Estados Unidos
43.600 mulheres e 530 homens morrerio de cincer de mama.!%*

O principal fator de risco para o cancer de mama ¢ o envelhecimento da populagdo, pois
as pessoas que vivem mais ficam mais expostas aos agentes externos causadores de doenga;
porém, hé outros fatores de risco bem estabelecidos, como os relacionados a vida reprodutiva
(menarca, primeira gestacao tardia, uso de anticoncepcionais) e ao historico familiar de cancer
de mama, podendo ser observadas alteracoes em genes relacionados a regulagdo, ao
metabolismo hormonal e ao reparo de DNA.?! Apesar de apresentar um bom prognostico
quando diagnosticado em fase inicial, o cancer de mama ¢ o tipo de neoplasia que mais leva a
obito na populacdo feminina brasileira. Essa elevada taxa de mortalidade normalmente esta
relacionada ao seu diagnéstico tardio.?>?

Segundo os dados do Instituto Nacional de Cancer Jos¢ de Alencar Gomes da Silva
(INCA) a estimativa para o Brasil no triénio 2020-2022 aponta que ocorrerdo 625 mil novos

casos de cancer, sendo que o cancer de pele ndo melanoma serd o mais incidente (177 mil),

seguidos pelos cAnceres de mama e prostata (66 mil cada)**, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Estimativa do nimero de novos casos de cancer por sexo, no Brasil no tri€nio 2020-2022.

Pele ndo melanoma (93.160) Pele ndo melanoma (83.770)
Mama (66.280) Préstata (65.840)
Coélon e reto (20.470) Coélon e reto (20.520)

Colo do utero (16.590) Pulméao (17.760)
Pulmao (12.440) Estdmago (13.360)
Tireoide (11.950) Cavidade oral (11.180)

Fonte: Adaptado INCA.>*

Por ser uma doenca heterogénea, o cancer de mama ¢ classificado de acordo com alguns
parametros clinicos, histopatologicos e moleculares, a fim de predizer sobre o comportamento
do tumor e fornecer estratégias terap€uticas. Com relagdo aos parametros moleculares, a
classificacdo ¢ realizada levando em consideracdo a presenca ou auséncia de marcadores
imunohistoquimicos, incluindo o RE, RH, HER2, marcadores de proliferacio KI67 e
citoqueratinas, os quais sdo responséaveis por controlar a sinalizagio do crescimento celular.>>?
Esses marcadores podem ser combinados, permitindo assim que haja uma subclassificagao em
categorias individuais com caracteristicas bem especificas, tais como, RE+ (RE+/ HER2-),
HER2+ (RE-/HER2+), triplo negativo (RE-/RP-/HER2-) e triplo positivo (RE+/RP+/HER2+).2

E importante considerar que os tumores de mama triplo negativos, que ndo apresentam
os marcadores tradicionais de cancer de mama, como RE, RP e HER2, sdo considerados os
mais agressivos e ndo dispdem de terapia especifica, sendo utilizada a quimioterapia tradicional,
associada a diversos efeitos colaterais.’ Neste sentido, um outro marcador bioquimico bastante
relevante € o receptor de folato, expresso em baixa quantidade por células normais, sendo essa
expressdo aumentada em diversos tipos de tumores (ovério, prostata e mama).*> Assim, o acido
folico, necessario para a biossintese de bases nucleotidicas e aminoacidos, pode ser empregado
para o direcionamento de nanoparticulas a células com superexpressao de receptor de folato.

Destacamos estudos prévios que demonstraram a expressao aumentada de receptor de
folato em células de cancer de mama do tipo triplo negativas.>?’?® O estudo de Zhang e
colaboradores (2014), por exemplo, correlacionou a expressao de receptor de folato com
tumores de mama triplo negativos, resultando em prognostico desfavoravel. Portanto, uma

hipdtese coerente ¢ que nanoparticulas funcionalizadas com folato poderiam ser empregadas
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para o direcionamento a células de cancer de mama do tipo triplo negativas com expressao de
receptor de folato.

O tratamento utilizado para cancer de mama com presenga de metastase ¢ a quimioterapia
que, apesar de ser efetiva, muitas vezes ¢ associada a limitagdes, como por exemplo,
desenvolvimento de resisténcia a terapia, além de efeitos colaterais indesejados. Um outro
ponto importante ¢ a necessidade de associacdo de mais de um farmaco para que o tratamento
se torne eficaz. Portanto, o desenvolvimento de novas modalidades de tratamentos é de extrema
importancia ndo s6 para o tratamento, mas também para prevenir a progressao do cancer em

fase metastatica.’

1.2 Curcumina no cincer de Mama

Atualmente ha uma busca crescente por tratamentos médicos menos invasivos e danosos
a saude. Desta forma, a MCA vem ganhando cada vez mais destaque nesta area por utilizar
produtos naturais em terapias e praticas diagnosticas, com o intuito de trazer o efeito terapéutico
desejado com uma menor toxicidade.?’

A CCM ¢ um composto polifenolico hidrofébico derivado dos rizomas de Curcuma longa
(Figura 2), conhecido popularmente como acafrdo. H4 séculos ela vem sendo utilizada no
Sudeste Asiatico, devido aos seus multiplos efeitos farmacolédgicos, sendo presente na culindria
mundial. A CCM ¢ considerada pela Food and Drug Administration (FDA) como GRAS —
Geralmente Reconhecido como Seguro — ja que ¢ bem tolerada mesmo em quantidades
elevadas. Uma revisdo sobre o potencial terapéutico in vivo da CCM revelou seus efeitos nos
sistemas gastrointestinal, respiratorio e cardiovascular, e efeitos anti-inflamatorios,
antidiabéticos, hepatoprotetores, neuroprotetores, quimioprotetores, antineoplasicos,

antialérgicos e antimicoticos.” ™'
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Figura 2. Representag@o da estrutura quimica da curcumina.

Curcumina

Fonte: Adaptado de Alves et al., 2018.°

Estudos mostraram que a CCM inibiu o desenvolvimento de células tumorais de
pulmio’®®, colorretal®!, gastrico®?, mama®®, cervical **, vulva®, ovario®® e osteossarcoma.’’
Além disso, suas propriedades anticancerigenas foram atribuidas a modulagdo de diversas vias
moleculares, sendo que no cancer de mama essa modulagdo esta relacionada ao ciclo celular e
proliferacdo, apoptose, senescéncia, propagacao do cancer e angiogénese. Em grande parte, o
NFkB, PI3K/Akt/mTOR, MAPK e JAK/STAT sao as principais vias de sinaliza¢do envolvidas,
impedindo assim o crescimento tumoral, progressdo e propagacio maligna da doenca.>®*°

Apesar da CCM ser altamente lipofilica (log P = 2,5) facilitando assim sua passagem
pelas membranas celulares e por ser vista como uma molécula em potencial na terapia do cancer
e na quimiopreven¢do ela apresenta baixa solubilidade em agua, além de sofrer uma rapida
degradacao na presenca de luz e em meio aquoso, dificultando assim sua utilizacdo na
terapéutica.*

Os estudos realizados nas trés ultimas décadas, relacionados com a absor¢ao,
biodistribui¢dao, metabolismo e excre¢ao da CCM, revelaram baixa absorcao e alto metabolismo
hepatico, restringindo a sua biodisponibilidade.’ Portanto, o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo que permita a administragdo eficiente da CCM ¢ de suma importancia para que se

possa aproveitar o potencial deste agente antitumoral.*!
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1.3 Uso de Sistemas Liberacio de Farmacos na Terapia do Cincer

Atualmente, o cancer de mama ¢ tratado principalmente por resse¢do cirirgica e
quimioterapia por ser menos invasiva.*>* No entanto, os quimioterapicos possuem uma alta
toxicidade, acarretando efeitos colaterais. Além disso, as formulagdes farmacéuticas
convencionais ndo possuem atividade de direcionamento ao tumor e apenas uma pequena
quantidade do farmaco ¢ direcionada a regido tumoral apds a entrada na circulagdo sistémica,
diminuindo a eficiéncia terapéutica do mesmo.**

Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos tem ganhado cada vez
mais destaque por apresentarem vantagens quando comparados com as preparagdes
convencionais, tais como:*

e Protecao do farmaco contra a degradagdo prematura;
e Melhora no perfil de liberagdo do farmaco;

e Direcionamento do fAirmaco para a regido desejada;
e Reducio da toxicidade do tratamento;

e Liberagdo sustentada do fAirmaco;

e Maior tempo de circulagao sistémica;

e Redugdo na frequéncia de administragdo do farmaco.

O termo sistema de liberagdo de farmaco (Drug Delivery Systems) comecou a ser usado
em 1960. O intuito desses sistemas ¢ melhorar a eficacia dos tratamentos contra diversas
doencas por possuirem a capacidade de se deslocar para o alvo terapéutico, poupando
fisiologicamente as células e os tecidos saudaveis, melhorando assim a qualidade de vida do
paciente e potencializando a a¢do do principio ativo.*® Em 2005, nanoparticulas contendo o
firmaco paclitaxel comecaram a ser utilizadas no tratamento do cancer de mama.*’

Diversos sistemas de entrega de farmacos, tais como nanoparticulas poliméricas,
lipossomas, dendrimeros, nanoparticulas lipidicas, nanocéapsulas, nanoesferas e sistemas
inorganicos, como as MOFs tem sido estudados, como mostrado na Figura 3, para auxiliar na

terapia do cancer.*®%
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Figura 3. Principais tipos de sistemas de liberagdo de farmacos estudados para a terapia do cancer.

Lipossomas

s K 1
\ P Nanoparticulas

Poliméricas

Nanocapsulas
Nanoesferas

) Dendrimeros
Nanoparticulas

Lipidicas

Fonte: Autor

1.4 MOFs como sistemas de liberacao de farmacos

O termo “metal-organic framework™ popularizado por Omar Yaghi e colaboradores na
década de 1990,°%3! refere-se a uma classe de materiais cristalinos que apresentam redes
estendidas em 1D, 2D e 3D formadas pela ligagao entre ions ou complexos metalicos/clusters
bem definidos — também conhecidos como secondary building units (SBUs) — com ligantes
organicos politopicos (Figura 4). A ligacao quimica metal-ligante envolvida na formagao desses
materiais ¢ de natureza predominantemente covalente do 4cido/base de Lewis (ion metélico e

ligante, respectivamente), visto que se tratam de compostos de coordenagio.>
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Figura 4. Organizagdo dos vértices metalicos em complexos discretos e MOFs.

©+Y-

Metal Ligante

Complexo Discreto

Metal O + Ligante Ponte

Fonte: Autor

O grande interesse nesta classe de materiais esta relacionado ao fato da estrutura das
MOFs poder ser determinada com precisdo atomo por d&tomo, o que permite prever e controlar
suas propriedades, tais como, alta cristalinidade, porosidade, valores elevados de area
especifica, baixa densidade, boa estabilidade térmica, além da possibilidade de
funcionaliza¢do.*>** Dentro dessa perspectiva, estudos vém sendo realizados envolvendo
aplicagdes das MOFs em diferentes areas como armazenamento™ e separacdo de gases,®
catalise,”’ liberacdo de farmacos,’® fotonica,> entre outras.

Sistemas para liberacao de farmacos t€ém desempenhado importante papel no que se refere
a modos alternativos de administracdo de farmacos, vacinas e agentes de diagnostico. Apesar
do grande avango da industria farmacéutica observado no ultimo século, as formulagdes atuais
sdao normalmente incapazes de se localizar em grande quantidade nos sitios especificos de acao.
Quando um farmaco ¢ administrado, via de regra, suas moléculas se difundem e se distribuem

por todo o corpo, podendo resultar em efeitos colaterais indesejaveis. Portanto, distribui¢do ndo
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especifica e o acimulo inadequado de agentes terapéuticos continuam sendo grandes desafios
para o desenvolvimento de medicamentos.*

Atualmente, abordagens que buscam a administracao controlada e em sitios especificos
de acdo mostram-se mais favoraveis frente aos métodos tradicionais. A melhoria nos resultados
terapéuticos centra-se principalmente em fatores como baixas dosagens, distribui¢do especifica,
reducdo na biodegradagdo, diminuicdo na frequéncia de administra¢do, manutencdao do nivel
terapéutico e, consequentemente, reducao nos efeitos colaterais e melhor adesao do paciente ao
tratamento.5!:62

As inovagdes que vém sendo observadas na area de Quimica de Materiais aliada a
Nanotecnologia vém auxiliando no desenvolvimento de diversos sistemas para liberagao de
farmacos, criando transportadores biodegradaveis, biocompativeis, direciondveis e que
apresentam respostas a diversos estimulos. Entretanto, alguns fatores devem ser levados em
consideragdao antes do desenvolvimento desses sistemas, entre eles a difusdo, a estrutura da
matriz, capacidade de adsorcdo, cinética e estimulos para a liberago.5>%*

Nesse sentido, as MOFs apresentam-se como materiais promissores pela possibilidade do
uso de blocos de constru¢do bioldgica- e ambientalmente compativeis a fim de minimizar a
toxicidade desses materiais e aumentar a biocompatibilidade. As bioMOFs®® s3o compostos que
envolvem o uso de metais biocompativeis (zinco, ferro, cobre, por exemplo) e biomoléculas,
como aminoacidos, nucleotideos, bases nitrogenadas, agucares, dentre outros.

A utilizagdo de blocos de constru¢do que possuam biomoléculas pode oferecer algumas
vantagens adicionais as MOFs, como maior diversidade e flexibilidade estrutural, impactando
significativamente nas propriedades do biomaterial obtido. Além disso, os centros quirais de
algumas biomoléculas proporcionam a possibilidade de combinar quiralidade e porosidade em
um Uinico material, dando-lhe seletividade em processos de reconhecimento molecular.®

As bioMOFs exibem outras caracteristicas que as fazem boas transportadoras de farmaco,
incluindo sua area superficial e tamanhos de poros relativamente elevados (para encapsulagao
do farmaco), biodegradabilidade intrinseca (como resultado de ligagdes metal-ligante
relativamente 14beis) e possibilidade de funcionalizagdo pos-sintese, o que pode melhorar a
interacdo do fArmaco com as paredes do poro.*” As bioMOFs também podem ser reduzidas para
escala nanométrica, a fim de permitir a entrada de farmacos nas células.®

Desta forma, diferentes estratégias t€ém sido desenvolvidas para o uso de MOFs como
sistemas de liberacdo de farmacos. Como mostra a Figura 5, a primeira estratégia — e mais

comumente usada — ocorre quando o farmaco esta localizado nos poros da MOF por meio de
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interagdes ndo covalentes e ndo alteram a estrutura do material; na segunda o préprio ligante
constituinte do material apresenta atividade terapéutica e na terceira e mais recente, o farmaco

estd localizado na superficie do material, em sitios metalicos insaturados ou com defeitos.’

Figura 5. Diferentes estratégias para a utilizacdo de MOFs como sistemas de liberacdo de farmacos: 1) farmaco
adsorvido nos poros da MOF; 2) farmaco como ligante organico constituinte da propria estrutura do material; 3)
farmaco localizado na superficie da MOF.
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Fonte: Adaptado de Wang et al., 2018.%

Na segunda abordagem, o uso de MOFs com areas especificas elevadas nio ¢
necessario.”’ Algumas bioMOFs tém sido construidas utilizando esta estratégia, tais como a
bioMIL-5, baseada em fons Zn?>" e 4cido azelaico, um agente antibacteriano,’! a bioMOF Mg-
galato que apresenta atividades antioxidantes,’? a bioMIL-1, uma MOF biodegradavel contendo
jons Fe*" e vitamina B3”* ¢ uma MOF de zinco com curcumina, sendo esta uma biomolécula
com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.”

Por outro lado, quando um farmaco ¢ adsorvido na estrutura porosa de um bioMOF,
varios fatores podem influenciar a sua cinética de liberagdo, incluindo concentracdes exdgenas
de ions, pH e temperatura. Segundo Tan e colaboradores’ a liberagdo do farmaco 5-Fluoruracil
a partir da MOF Ui-66-NH> foi simultaneamente controlada pelo pH e pela concentragdo de
Ca®" em células tumorais 6sseas. A Tabela 1 resume importantes estudos de liberacdo que

mostram a potencial aplicabilidade das MOFs como sistemas transportadores de fArmacos.
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Tabela 1. MOFs como sistemas de liberacdo de farmacos.

Eficiéncia de Taxa de

MOF Firmaco Encapsulacdo  liberacao Ref.
[Zn(NO-BDC)(dmbpy)o.s]s Busulfan 21,5% 222 g(;_gg Egi:z 76
[Cuz2(L2)(H20)2]n 5-fluorouracil 42,0% 96%, 5 dias 77
ZIF-8 5-fluorouracil 51,0% 95%, 21 horas 78
[Zng(0)2(CDDB)s(DMF)4(H20)]n  5-fluorouracil 53,3% 65%, 3 dias 79
[Cu(L’")(4,4"-bipy)(H20)]a 5-fluorouracil 27,5% 61%, 4 dias 80
Fe-MIL-53-NH: 5-fluorouracil 23,0% 97%, 1 dia 81
IFMC-1 5-fluorouracil 30,5% 89%, 5 dias 82
Zn-TATAT 5-fluorouracil 33,3% 86%, 7 dias 83
MOF-74 Ibuprofeno 23,0% 50%, 4 horas 84
[Zn2(1,4-bdc)2(dabeo)]a Ibuprofeno 15,0% 80%, 12 dias 85
MIL-53-Fe Ibuprofeno 20,0% 100%, 21 dias 86
MIL-53-Al Ibuprofeno 60,7% 100% 7dias 87
bioMOF-1 Procainamida 42.3% 100%, 3 dias 88
MIL-53(Fe) Diclofenaco 6320 3% 3dias 89
BioMOF-Zn Diclofenaco 51 60 S6%.2dias 90
MIL-100 (Fe) Doxorrubicina 17.2% 85%, 35 dias 91
ZIF-8 Doxorrubicina 40,9% 42%, 5 dias 92
bioMOF-100 Etilefrina 16,7% 80%, 10 dias 93
NZIF-8 Curcumina 8829 43%, 2 dias 94
ZIF-8 Curcumina 83,3% 88%, 3 dias 16
IRMOF-3 Curcumina 52,0% 55%, 1 dia 95

NO,-BDC= 5-nitroisoftalato; dmbpy= 4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina; L = 2,5-di(3',5'-dicarboxilfenil)piridina); L’=
acido 1,1',4',1",4",1"- quaterfenil-3,5,3",5"-tetracarboxilico 1,3,5-benzenotrisbenzoato, CDDB= acido 4,4"-(9-H
carbazol-3,6-dil)dibenzoico; L’’= é4cido difenilmetano-4,4’-dicarboxilico; 4,4 -bipy= 4,4 -bipiridina; 1,4-bdc=
acido benzeno-1,4-dicarboxilico; dabco= 1,4-diazobiciclo [2.2.2] octano; PEG= polietilenoglicol 5 kDa; IFMC:
Institute of Functional Material Chemistry; Pi:acido 5-(2-propiniloxi) isoftalico; pDBI = (1,4-bis(5-carboxi-1H-2-

benzoimidazoil)benzeno)).

Fonte: Autor
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E importante salientar que os estudos utilizando MOFs como transportadores de firmacos
para aplicagdes na area biomédica estdo apenas no inicio e, portanto, requisitardo inumeras
investigacoes detalhadas para posterior aplicagdo em uso clinico. Essas pesquisas envolvem a
avaliacdo da toxicidade destes materiais in vivo, a determinacao da estabilidade em ambiente
bioldgico, a investigagdo dos mecanismos de degradacdo no organismo, a modificagdo de
superficies das MOFs para melhorar o reconhecimento celular e também estudos que avaliam

o comprometimento do metabolismo e farmacocinética.”®

1.5 Funcionalizacio com acido folico

Apesar da quimioterapia e da radioterapia serem hoje tratamentos utilizados para o
cancer, ambos possuem uma alta toxicidade e limitagdes devido a presenca dos indesejaveis
efeitos colaterais. Essa toxicidade sensibiliza ndo sé as células tumorais, mas também as células
normais devido a nao seletividade da terapia, diminuindo assim a qualidade de vida do
paciente.”’

Com o intuito de melhorar as desvantagens contidas no tratamento convencional, os
sistemas de liberacdo de farmacos podem ser funcionalizados. Os sistemas ndo funcionalizados
demonstram uma seletividade tumoral relativa, como consequéncia do direcionamento passivo
decorrente ao efeito de permeabilidade e retencao aumentada (efeito EPR; do inglés enhanced
permeability and retention effect) as quais ja possuem uso clinico aprovado.”® J4 os sistemas
funcionalizados t€ém como objetivo aumentar a liberagao do farmaco em sitios especificos. Na
superficie desses sistemas, havera a presenga de determinadas moléculas que podem ser
anticorpos, proteinas, agucares, acidos nucleicos e vitaminas, que irdo promover interagdes
especificas no local de interesse (interacdes do tipo antigeno-anticorpo e ligagdo ligante-
receptor).”

Dessa forma, ¢ possivel aumentar a seletividade do sistema carreador de farmaco através
da funcionalizagdo desses materiais. Assim, carreadores funcionalizados com 4acido folico
apresentam a vantagem de possuir aplicagdes para diversos tipos de tumores, incluindo o de
mama, ja que a seletividade deste carreador possibilitard que a célula tumoral internalize este
sistema, por se ligar aos receptores de folato que sdo superexpressos nestas células (cerca de
100 — 300 vezes mais que em células normais) via endocitose.'®

O 4cido folico (Figura 6) € um membro da familia das vitaminas do complexo B (vitamina

B9), que apresenta formula molecular C19Hij9N7Os (massa molar = 441,4 g/mol). E um



43

aminodcido necessario para a sintese das bases purinas e pirimidinas e apresenta alta afinidade

pelos receptores de folato.'%!

Figura 6. Estrutura quimica do acido folico.
OH
N
H,N 4</ \ N HN COOH
N—— 4>—/ HN
N—

Fonte: Autor

OH

Dando énfase para as MOFs, diferentes metodologias podem ser empregadas para
promover a funcionaliza¢ao na superficie destes materiais. Dentre essas metodologias as mais
utilizadas sao a modificagdo pos-sintética e a troca de ligante. Ambas permitem a introdugao
de grupos funcionais que sdo frequentemente incompativeis com as condi¢des de reacao
solvotérmicas, normalmente usadas para realizar a sintese das MOFs. Varias reagdes ja foram
relatadas para promover a troca de ligante, tais como reagdes de condensagdo, reagdoes de
cicloadicao e metalagdo. Ja as modificacdes pos-sintéticas tém sido amplamente utilizadas, para
MOFs com aplicacdes bioldgicas, sendo esta metodologia a escolhida para a inser¢ao do acido
folico no presente estudo. 92104

Pesquisas recentes que utilizam MOFs funcionalizadas com folato t€ém demonstrado que
seu acoplamento proporciona aumento da captagdo celular e redugdo da citotoxicidade das
formulagdes em células sadias. Laha e colaboradores’ sintetizaram a IRMOF-3 contendo CCM
encapsulada e funcionalizada com acido folico (IRMOF-3@CCM@FA) visando o tratamento
do cancer de mama. O material apresentou uma eficiéncia de encapsulagdo de 98% e apds 24
horas 55% da CCM foi liberada em pH = 5,5. Estudos in vitro revelaram que o material
funcionalizado induziu danos ao DNA mediado por ROS e ao DNA mitocondrial, seguido por
apoptose. Ja os estudos in vivo mostraram uma reducao significativa do tumor e a capacidade

de sobrevida dos camundongos foi aumentada. Alves e colaboradores'® desenvolveram uma
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MOF mesoporosa N3-bio-MOF-100 carregada com CCM e funcionalizada com écido folico
(CCM@N3-bio-MOF-100/FA). Os materiais mostraram biocompatibilidade e um aumento na
liberagcdo da CCM em meio acido, revelando uma liberagao de farmaco pH responsiva. Além
disso, os ensaios in vitro revelaram uma baixa citotoxicidade dos compostos € um aumento na
captagdo celular nas amostras funcionalizadas, evidenciando a potencialidade de

direcionamento as células tumorais dos sistemas funcionalizados.



147

4.4 CONCLUSAO

O método analitico escolhido demonstrou ser eficaz para avaliar a quantidade de CCM
que foi incorporada e liberada nas matrizes sintetizadas neste trabalho, apresentando linearidade
e precisao nos dados.

As matrizes ndo demonstraram ter interferéncia no comprimento de onda escolhido para
a quantificacdo da CCM (425 nm).

Os resultados obtidos para todos os parametros estudados se demonstraram satisfatorios
tendo em vista o DPR relativo menor que 5%, com valores dentro do estipulado para

quantifica¢do de materiais, estabelecido pela ANVISA, dentro da 4rea farmacéutica.

5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel avaliar as MOFs, em especial duas séries de bioMOFs,
como sistemas carreadores de farmacos com posterior avaliacdo de sua eficicia antitumoral
para o cancer de mama em modelos in vitro € in vivo.

A primeira série apresentada, denominada nesta tese de RCA, revelou por estudos
computacionais, ser um protdtipo de uma MOF ja reportada em literatura, a bioMOF-100. Esta
apresentou uma eficiéncia de encapsulacdo satisfatoria para este tipo de carreador e uma
liberagio de CCM pH dependente. A técnica de RMN de 'H contribui para avaliarmos a
funcionalizagdo desta matriz com acido folico.

Nos estudos in vitro, nos valemos de trés linhagens tumorais de mama (MCF-7, 4T1 e
MDA-MB-231) e uma linhagem normal (NIH/3T3) para avaliarmos a melhor viabilidade
celular desta série de compostos, cujos resultados revelaram resultados bastante promissores
nas linhagens MCF-7 e 4T1. Avaliamos também o mecanismo de morte celular para os
compostos CCM@RCA-ID e CCM@RCA-1D/FA nas duas linhagens com melhores
resultados de viabilidade celular. E em ambas as linhagens (4T1 e MCF-7) as células revelaram
um mecanismo de morte por apoptose tardia.

Uma segunda série de compostos foi entdo sintetizada, sendo novamente uma bioMOF
também reportada em literatura, a bioMOF-101. A escolha desta bioMOF se respaldou no fato
dela apresentar caracteristicas muito semelhantes da anterior, cuja principal diferenca entre elas
¢ a troca do ligante ponte. Esse material foi entdo submetido aos mesmos ensaios do composto

RCA, para posterior comparagao.
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Os resultados revelaram uma altissima eficiéncia de encapsulagdo, sendo de 99,42% e os
resultados de liberagdo de farmaco também mostraram uma liberacdo de CCM pH dependente.
Novamente a técnica de RMN de 'H nos auxiliou na verificacdo da funcionalizacdo da matriz
com acido folico. Estudos de viabilidade e morte celular também foram realizados para esta
série de compostos e assim como esperado os resultados foram muito semelhantes aos obtidos
para a série de compostos do RCA.

Diante dos resultados promissores in vitro, a série de compostos da bioMOF-101 foram
entdo submetidos a ensaios in vivo, para avaliacao de sua eficicia antitumoral. Apesar de no
modelo testado, ndo ser possivel visualizar uma reduc¢ao na regido tumoral apos tratamento com
os compostos CCM@bioMOF-101-1D e CCM@bioMOF-101-1D/FA, verificamos uma
redu¢do na mudanca fenotipica do endotélio pulmonar, sendo este, um resultado bastante
interessante, mas que ainda precisa de mais estudos para conclusdo da eficacia antitumoral do

composto CCM@bioMOF-101-1D/FA.
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ANEXO 1

Durante o desenvolvimento do projeto de doutorado foi concedida a Bolsa de Estagio de
Pesquisa no Exterior (BEPE). O estagio foi realizado no periodo de 15 de maio a 14 de
novembro de 2019, com a supervisao do Professor Dr. Nathaniel L. Rosi, da Universidade de
Pittsbugh, que possui renomada expertise na sintese de novas MOFs e suas aplicagdes.

O projeto consistiu no desenvolvimento de um sistema de liberagdo de farmaco
funcionalizado com &cido f6lico para posterior aplicagdo no tratamento do cancer de mama.
Em suma o projeto estava dividido em 4 partes.

A primeira parte consistia na sintese e caracterizacdo da MOF, N3-bio-MOF-100. Apos
isso, o material foi submetido a ensaio de encapsulacio do farmaco, curcumina, sendo
denominado de CCM@N3-bio-MOF-100. Por apresentar um grupamento azida em sua
estrutura, o material foi entdo funcionalizado com &cido folico via click chemistry. Por fim, a
ultima etapa consistiu na avaliagdo do perfil de liberagdo deste carreador tanto em pH acido
quanto em pH fisiologico, sendo o composto final denominado de CCM@N3-bio-MOF-
100/FA.

Desta forma, durante o estagio BEPE, foi possivel desenvolver todo o projeto proposto.
Ao retornar ao Brasil, foi realizado os experimentos in vitro, para avaliacdo deste carreador
como um possivel tratamento para o cancer de mama. Tal trabalho culminou na publicacao de

um artigo cientifico, como mostrado na Figura S1.
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Figura S1. Primeira pagina do artigo publicado na revista norganic Chemistry, referente ao trabalho realizado
durante o estagio BEPE.
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ABSTRACT: Metal—organic frameworks (MOFs) offer many
opportunities for applications across biology and medicine. Their
wide range of chemical composition makes toxicologically accept-
able formulation possible, and their high level of functionality
enables possible applications as delivery systems for therapeutics
agents. Surface modifications have been used in drug delivery
systems to minimize their interaction with the bulk, improving their
specificity as targeted carriers. Herein, we discuss a strategy to
achieve a tumor-targeting drug-loaded MOF using “click” chemistry
to anchor functional folic acid (FA) molecules on the surface of N;-
bio-MOF-100. Using curcumin (CCM) as an anticancer drug, we
observed drug loading encapsulation efficiencies (DLEs) of 24.02
and 25.64% after soaking N;-bio-MOF-100 in CCM solutions for 1
day and 3 days, respectively. The success of postsynthetic
modification of FA was confirmed by 'H NMR spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and liquid
chromatography—mass spectrometry (LC-MS). The stimuli-responsive drug release studies demonstrated an increase of CCM
released under acidic microenvironments. Moreover, the cell viability assay was performed on the 4T1 (breast cancer) cell line in the
presence of CCM@N;-bio-MOF-100 and CCM@N;-bio-MOF-100/FA carriers to confirm its biological compatibility. In addition,
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a cellular uptake study was conducted to evaluate the targeting of tumor cells.

B INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is one of the most common types of cancer
among females worldwide with over 2 million cases reported in
2018, of which 6.6% were fatal." Among all BC subtypes, triple
negative breast cancer (TNBC) is considered the most invasive
and aggressive, accounting for approximately 20% of all cases
and representing about 50% of BC mortality.” The applicability
of typical treatments such as hormonal therapy and specific
drug targeting through HER2 receptors in TNBC cases is
limited due to the absence of estrogen, progestogen, and
HER2 receptors in patients.” Furthermore, the remarkable
development of multidrug resistance (MDR) to most common
chemotherapeutics, such as taxanes and anthracyclines, has
become a challenge for TNBC treatment.*

Curcumin (CCM) is a natural compound isolated from the
rhizome of Curcuma longa that has shown antitumoral
properties against several solid tumors, including BC.”°
CCM reduces tumor growth by inhibiting the expression and
function of P-glycoprotein (P-gp), an efflux pump related to
MDR.”" However, the inherent hydrophobicity and low
bioavailability of CCM pose a serious challenge toward
incorporation into viable BC treatments. Therefore, drug
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delivery systems (DDSs) such as liposomes, solid lipid
nanoparticles, polymeric nanoparticles, and metal—organic
frameworks (MOFs) have been proposed to overcome these
limitations."”

MOFs, which are crystalline, intrinsically porous materials
composed of metal ions or clusters interconnected by organic
ligands,'’ have shown great promise for biomedical applica-
tions."' ™" Bio-MOFs in particular, a subclass of MOFs that
utilize biocompatible metal ions and organic linkers with
relatively lower cytotoxic properties compared to other MOFs,
have been proposed as highly promising materials for
DDS.'*'¥ One of the first examples of drug uptake and
release in MOFs was shown by Rosi et al. where cationic
procainamide was loaded into anionic bio-MOF-1 and
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