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RESUMO 

 

O câncer colorretal (CCR) se desenvolve no intestino e é atualmente o terceiro tipo de 
câncer mais diagnosticado mundialmente, representando cerca de 10% do total 
cânceres diagnosticados. O tratamento varia de acordo com o estágio de 
desenvolvimento do CCR. No microambiente tumoral, durante o desenvolvimento do 
câncer, ocorre o processo de angiogênese, que embora seja um processo fisiológico, 
ocorre de maneira exacerbada liberando os fatores de crescimento VEGF de maneira 
desregulada, contribuindo para o crescimento de novos vasos sanguíneos capazes 
de dar aporte de oxigênio e nutrientes às células tumorais. Existem diferentes 
tratamentos para CCR e, dentre a modalidade de terapia medicamentosa, um dos 
principais fármacos hoje utilizados é o bevacizumabe (BVZ), aprovado pela FDA 
desde 2004 para tratamento de CCR, agindo através da inibição do VEGF circulantes, 
inibindo sua ligação aos receptores VEGFR, impedindo assim, o crescimento de 
novos vasos sanguíneos. No entanto, o BVZ possui algumas limitações para 
administração por via oral, devido a sua estrutura proteíca, que pode se degradar 
durante a passagem pelo trato gastrointestinal até chegar ao local de ação. Neste 
sentido, o uso da nanotecnologia auxiliou no desenvolvimento de nanopartículas 
poliméricas (NPs) com capacidade muco moduladora, para liberação modificada do 
BVZ, baseada nos polímeros ácido hialurônico (AH), ftalato de 
hidroxipropilmetilcelulose (HP) e quitosana (QS). Foram testadas NPs contendo 
misturas binárias e ternárias de polímeros, sendo denominadas de NPF5_BVZ, 
NPF12_BVZ e NPF17_BVZ. Esses nanossistemas se apresentaram estáveis, 
segundo o critério de potencial zeta, durante o período analisado com valores de -35 
mV para as NP NPF5_BVZ, - 20 mV para a NPF12_BVZ e + 35 mV para a 
NPF17_BVZ. Os estudos de interação com a mucina (MUC) demonstraram que as 
interações das NPs com MUC são dependentes do pH do fluído simulado intestinal. 
Dessa forma, quando em pH 7.4, as partículas de MUC demonstraram aumento do 
PZ negativo em todas as formulações e em pH 5.0, as partículas de MUC 
demonstraram comportamentos diferentes, apresentando aumento do PZ negativo 
quando entrou em contato com a NPF5_BVZ (-6,91 para -17,75 mV). Não apresentou 
modificação significativa no PZ quando em contato com a NPF12_BVZ (-8,27 para -
10,1 mV) e apresentou diminuição do PZ negativo quando em contato com a 
NPF17_BVZ (-6,12 para -3,31 mV). Além disso, apresentou diminuições de tamanho 
das partículas de MUC em cerca de 2x após interação com as NPs. A melhor eficiência 
de associação do BVZ as NPs, foi obtida pela NP5_BVZ (71%), enquanto para a 
NPF12_BVZ e NPF17_BVZ foram baixas 10% e 2%, respectivamente. O sistema 
ternário NPF17_BVZ foi avaliado no modelo biológico de membrana corioalantóica de 
embrião de galinha (CAM) para avaliação da atividade antiangiogênica e foi possível 
notar que as NPs foram capazes de manter a atividade biológica do BVZ, 
apresentando atividade antiangiogênica semelhante ao BVZ livre.  
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ABSTRACT 

 

Colorectal cancer (CRC) develops in the intestine and currently is the third most 
diagnosed type of cancer representing 10% of new cases diagnosis in the world. The 
treatment varies according to the stage of CRC development. In the tumor 
microenvironment, during the development of the cancer, occurs the angiogenesis 
process, that is a natural process. This process occurs out of control and release the 
VEGF factor of growth wildly contributing to the development of new blood vessels 
capable of offer oxigen and nutrients to tumor cells growth. There are several 
alternatives to the CCR treatment, and within the field of drug therapy, the main drug 
used nowadays is the bevacizumab (BVZ), approved by the FDA since 2004 for the 
CCR treatment. This drug acts inhibiting the VEGF moving around to bond to the 
VEGFR receptors, preventing the development of new blood vessels. However, BVZ 
has some limitations for oral administration due to its protein structure that can degrade 
during passage through the gastrointestinal tract until it reaches the site of action. In 
this regard, nanotechnology may assist through the development of polymeric 
nanoparticles (NPs) with mucus modulating capacity, for modified BVZ release, based 
on the polymers hyaluronic acid (HA), hydroxypropylmethylcellulose phthalate (HP) 
and chitosan (Ch). Nanoparticles containing binary and ternary mixtures were tested, 
namely NPF5_BVZ, NPF12_BVZ and NPF17_BVZ. These nanosystems 
demonstrated stability by zeta potential (ZP) criteria, and resulted in values of 35 mV 
for the NPF5_BVZ, - 20 mV for the NPF12_BVZ and + 35 mV for the NPF17_BVZ. 
Interaction studies with mucin (MUC) revealed that the interactions of NPs with MUC 
are dependent on the pH of the simulated intestinal solution.  In this way, in pH 7.4, 
the mucin particles demonstrated an increase of the negative ZP, while in the pH 5.0, 
the mucin particles demonstrated different behaviors, showing an increase of the 
negative ZP when entering in contact with NPF5_BVZ (-6,91 to -17,75 mV). It did not 
show significant changes in ZP values when entering in contact with NPF12_BVZ (-
8,27 to -19,1 mV) and showed a decrease of ZP values when entering in contact with 
NPF17_BVZ (-6,21 to -3,31 mV). In addition, it showed a 2x decrease of the initial size 
of mucin particles when in contact with NPs at both pHs analyzed. High association 
efficiencies (AE%) of BVZ as NPs were achieved, being 71% in NPF5_BVZ, while for 
NPF12_BVZ e NPF17_BVZ the AE% was lower, 10 and 2%, respectively. When the 
ternary system was evaluated in the biological model of chicken embryo chorioallantoic 
membrane (CAM) to evaluate the antiangiogenic activity, it was possible to observe 
that NPF17_BVZ could maintain the biological activity of BVZ, presenting 
antiangiogenic activity similar to free BVZ.  
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1. INTRODUÇÃO

Segundo o Instituto Nacional de câncer (INCA), o câncer colorretal (CCR) é 

definido como tumores que se iniciam no colón ou reto (Instituto nacional de câncer, 

2019). A fase inicial do desenvolvimento do câncer, se dá através do aparecimento de 

pólipos, que após anos ou décadas, passam por mutações genéticas até se tornarem 

malignos (Montminy et al., 2020). Seu desenvolvimento ocorre de maneira lenta e 

gradual e, quase sempre, sem apresentação de sintomas. Quando os sintomas 

aparecem, o tumor já apresenta um tamanho expressivo, que muitas vezes impede a 

passagem de fezes, resultando em cólicas e dores abdominais (Simon, 2016).  

A ocorrência do CCR tem origem multifatorial, tais como predisposição 

genética, gênero, raça e doenças inflamatórias intestinais (DIIs), como colite ulcerativa 

(CU) e doença de Crohn (DC). Em casos de pessoas acometidas por DIIs a incidência 

de CCR é de 3 a 7 vezes maior, variando de acordo com o grau, extensão e atividade 

da doença (Geneve et al., 2019).   

De acordo com o INCA, somente em 2020 foram identificados 20.540 novos 

casos de CCR em homens e 20.470 novos casos em mulheres, ocupando o patamar 

de segundo lugar dentre os tipos de câncer diagnosticados no Brasil e o terceiro lugar 

no ranking das mortes relacionadas à câncer no Brasil (INCA, 2020).   

O tratamento de CCR varia de acordo com o estágio de desenvolvimento em 

que a doença se encontra, no momento do diagnóstico. Pode ser indicado cirurgia e 

tratamentos farmacológicos como quimioterapia e radioterapia (Akhtar et al., 2014). 

Sendo que dentro das terapias medicamentosas, existem diferentes classes de 

medicamentos utilizadas em conjunto com o objetivo de alcançar uma maior eficácia 

terapêutica e qualidade de sobrevida do paciente.   

Dessa forma, o tratamento baseado em 5-fluoracila é considerado o tratamento 

padrão para tratamento de CCR, agindo na inibição da enzima de timidilato sintetase. 

Esse medicamento pode ser administrado em terapia combinada com outros 

medicamentos, como fluoruracila + leucoverina + oxiplatina + irrinotecan; fluoruracila 

+ leucoverina + irrinotecan e fluoruracila, + leucoverina + oxiplatina. A oxiplatina é um

composto de platina diaminociclohexano, capaz de impedir a replicação do DNA, 

induzindo a apoptose celular e o irrenotecan é um derivado semissintético do alcalóide 
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natural - camptotencina que tem sua ação através da inibição da topoisomerase I 

(Akhtar et al., 2014; Xie; Chen; Fang, 2020).   

Além dessas combinações, existem outras classes de fármacos envolvidos no 

tratamento de CCR, tais como os que agem na inibição de receptores de fatores de 

crescimento epidermal (EGFR) e vasculares (VEGFR). Esses fármacos demonstram 

um novo caminho no combate ao câncer, pois em microambiente tumoral esses 

fatores de crescimento se encontram superexpressos.  

Dessa forma, as terapias que são anti-EGFR incluem anticorpos monoclonais 

para EGFR e inibidores de tirosina quinase. Já as terapias anti-VEGF incluem 

anticorpos monoclonais capazes de se ligarem aos VEGF circulantes, impedindo que 

os VEGF se liguem ao VEGFR e, consequentemente, inibindo o crescimento de novos 

vasos sanguíneos, sendo o mais conhecido dentre ele, o bevacizumabe (BVZ) (Xie; 

Chen; Fang, 2020).     

No entanto, devido aos efeitos colaterais produzidos por esses diferentes 

tratamentos, que podem estar relacionados com uma toxicidade sistêmica, taxa de 

resposta insatisfatória, resistência e a baixa seletividade específica ocorre o 

comprometimento da qualidade de vida dos pacientes. Sendo assim, há uma 

constante busca por novas estratégias tecnológicas capazes de reduzir os efeitos 

colaterais dos fármacos melhorando sua seletividade para os tecidos tumorais 

(Kuipers et al., 2015; Mitchell et al., 2020; Patra et al., 2018; Yusuf et al., 2023).   

Levando em consideração que a angiogênese é um processo fisiológico 

natural, responsável pela formação de novos vasos oriundos de estruturas capilares 

pré-existentes (Kolte; Mcclung; Aronow, 2016; López Camarillo et al., 2020), que 

ocorre envolvendo diversos fatores, tais como o fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) sendo seu receptor (VEGFR) essencial para o processo (Nieves; 

D’amore; Bryan, 2009a).   

Além disso, o desenvolvimento do tumor e o processo de metástase do câncer 

ocorrem concomitantemente com o processo de neovascularização (Giatromanolaki; 

Sivridis; Koukourakis, 2006). Que, quando em condições fisiológicas, o processo de 

angiogênese ocorre de maneira controlada, porém em casos de câncer, ele se 

encontra desregulado para suprir a demanda de crescimento das células tumorais 

(Huang et al., 2019). Por isso, destaca-se a importância de tratamentos que 

compreendam o uso de fármacos capazes de impedir o crescimento de novos vasos 
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sanguíneos, através da ligação aos fatores VEGF circulantes (Duda et al., 2007; Sia 

et al., 2014a).   

Dessa forma, o BVZ, que é um anticorpo monoclonal humanizado, com 

atividade anti – VEGF-A, aprovado para tratamento de CCR em 2004 pela FDA (do 

Inglês, Food and Drug Administration) para quimioterapia intravenosa em tratamento 

de CCR (Maloney et al., 2021). E, que possui atividade antiangiogênica, é um fármaco 

bastante utilizado em diversos tipos de cânceres, tais como cervical, colorretal, 

glioblastoma, pulmão de células não escamosas, ovário, células renais metastáticas 

e carcinoma hepatocelular (Sia et al., 2014b). 

Seu mecanismo de ação consiste em capturar o fator de crescimento vascular 

endotelial A (VEGF-A) da circulação sanguínea e impedir a ligação do fator VEGF-A 

aos receptores VEGFR-1 e VGFR-2, presente na superfície das células endoteliais. 

De maneira que ele é capaz de agir inibindo a angiogênese fisiológica e tumoral, 

acarretando na inibição do crescimento de células tumorais e da metástase do tumor 

(Papachristos et al., 2020).   

Além disso, o BVZ pode ser utilizado como imunomodulador, o que o torna 

interessante para o tratamento de outros tipos de câncer além do CCR (Garcia et al., 

2020). O efeito imunomodulatório do BVZ está correlacionado a sua capacidade de 

inibição da via VEGF (Chen; Hurwitz, 2018), uma vez que a via do VEGF atua inibindo 

a diferenciação e maturação de precursores de células dendríticas (Elamin et al., 

2015). Adicionalmente, ele pode ser utilizado em terapia combinada com outros 

agentes quimioterápicos, aumentando a sobrevida dos pacientes em relação a 

monoterapia de alguns quimioterápicos (Ron et al., 2020).   

No entanto, o BVZ produz alguns efeitos indesejáveis, como a hipertensão, 

eventos tromboembólicos, proteinúria, insuficiência cardíaca congestiva, hemorragia 

e perfuração gastrointestinal. Sendo que o efeito adverso mais comum é a hipertensão 

(Chellappan et al., 2018). Além disso, o BVZ possui algumas características que 

dificultam sua administração por via oral, como sua composição proteíca e alto peso 

molecular, dificultando sua transposição em membranas biológicas e aumentando 

suas chances de degradação através da hidrólise pelas proteases do trato 

gastrotintestinal (TGI) (Feng et al., 2021).   

O organismo possui barreiras fisiológicas para a proteção dos órgãos e células, 

tais como o mecanismo de bomba E-fluxo, encontrado na região intestinal, como um 

dos principais responsáveis pela resistência terapêutica; o muco que está presente na 
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região do TGI e a barreira hematoencefálica, que protege o cérebro de agente 

patógenos. Com isso, muitos fármacos não conseguem atravessar as barreiras 

biológicas e, consequentemente, não conseguem atingir seu sítio de ação e a eficácia 

desejada (Choudhury et al., 2019).   

Por outro lado, a nanotecnologia tem fornecido ferramentas valiosas capazes 

de otimizar a ação local, como estratégias para aumentar o acúmulo de fármaco nos 

tecidos tumorais. Em especial, sistemas nanoestruturados possuem a vantagem do 

acúmulo no microambiente tumoral através do efeito de retenção e permeabilidade 

(EPR) (TiwariI et al., 2020).  

Portanto, o desenvolvimento de um sistema nanoparticulado que seja capaz de 

melhorar a estabilidade ou ainda proporcionar a entrega do fármaco no local de ação 

tem se tornado uma opção bastante promissora para o tratamento de diversas 

doenças, tais como câncer (Thakkar et al., 2020). 

Para o desenvolvimento de nanossistemas administrados pela via oral é 

necessário considerar as alterações de pH, as enzimas e tempo de trânsito do 

fármaco ao longo do TGI e a barreira de muco, que tem a função de proteção das 

células da mucosa, dentre os fatores que podem desencadear a liberação precoce do 

fármaco (Tiwari et al., 2020).  

Dentre as nanopartículas utilizadas como sistemas de liberação de fármacos, 

atualmente, as nanopartículas poliméricas (NPs) estão ganhando destaque para o 

tratamento e diagnóstico de câncer, por possibilitarem a utilização de polímeros 

naturais (Choudhury et al., 2019). Através do desenvolvimento de NPs é possível que 

o fármaco atinja o alvo com uma maior eficácia, segurança, diminuindo os efeitos

colaterais e toxicidade (George; Shah; Shrivastav, 2019).  

Neste trabalho, foram utilizados polímeros naturais, principalmente por sua 

biocompatibilidade (Moritz; Geszke-Moritz, 2015). Os polímeros naturais estão 

ganhando cada vez mais espaço para a nanomedicina, pois eles são seguros, 

estáveis, atóxicos, hidrofílicos, biodegradáveis e de custo acessível (Boni et al., 

2018b).   

A quitosana (QS) é, desde 1970, um polímero que se encontra envolvido nas 

pesquisas para o desenvolvimento de sistemas de liberação de fármacos devido suas 

características tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e baixa 

imunogenicidade (Zhang et al., 2019). O polissacarídeo natural, catiônico e hidrofílico, 
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é obtido através da hidrólise alcalina da quitina, e possui capacidade mucoadesiva 

(Rizeq et al., 2019).  

O ácido hialurônico (AH) é um polissacarídeo natural, encontrado na matriz 

extracelular, potencialmente, utilizado por sua biocompatibilidade e 

biodegradabilidade (Tian et al., 2019). Sua estrutura química consiste em repetidas 

unidades de N-acetilglicosamina e glucurônico dissacarídeo (Shad et al., 2020). 

Segundo alguns estudos, a funcionalidade do AH muda de acordo com o seu peso 

molecular. Quando se encontra com baixo peso molecular (< 20kDa), ele possui 

característica pró-inflamatória. Com peso molecular intermediário (100 – 300 kDa) 

apresenta características de regeneração tecidual e quando se encontra com alto 

peso molecular (> 1000kDa) ele apresenta características de imunossupressor e 

atividade antinflamatória (Kim et al., 2019). Além disso, o AH possui capacidade de 

se ligar ao receptor CD44, que se encontra superexpresso em alguns microambientes 

tumorais (Mansoori et al., 2020).  

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) é um derivado da celulose, 

amplamente utilizado pela indústria farmacêutica como revestimento entérico (De 

souza et al., 2020). Ele ainda possui a capacidade de formar complexos 

polieletrolíticos com polímeros catiônicos proporcionando gastroresistência e 

modulação na permeabilidade intestinal (Boni et al., 2018).   

A escolha dos polímeros para o desenvolvimento das nanopartículas 

poliméricas depende de suas propriedades específicas e do perfil alvo pretendido. O 

delineamento racional de sistemas agrega importantes atributos, tais como 

capacidade de transporte por capilares e veias de baixo calibre, bem como de permear 

facilmente as membranas biológicas. Além disso, o tamanho na escala nanométrica 

e a compartimentalização do fármaco em ambiente restrito favorece, a ocorrência de 

interações dinâmicas e de elevada especificidade na nanobiointerface. Dessa 

maneira, pode-se notar uma correlação entre a composição polimérica das NPs e sua 

ação no ambiente tumoral (Yusuf et al., 2023).  

Com base no exposto, neste trabalho, o desenvolvimento de nanopartículas 

poliméricas orais, baseadas em QS, AH e HP, representa uma estratégica promissora 

para a administração do BVZ. A escolha dos polímeros foi realizada de acordo com a 

performance biológica que se pretende alcançar com o desenvolvimento de NPs. Os 

polímeros foram escolhidos por poderem propiciar um maior tempo de permanência 

no local de ação, ligação a receptores intestinais e tumorais superexpressos no 
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ambiente tumoral. Tais atributos foram considerados essenciais para alcançar um 

sistema de liberação efetivo com capacidade de demonstrar interação com as 

moléculas de mucina e atividade antiantiogênica.  



81 

6. CONCLUSOES

Estudos de pré-formulação devem ser realizados para conhecer as 

características dos componentes das formulações. Vários parâmetros podem 

influenciar a formação de nanopartículas obtidas por complexação polieletrolítica, 

principalmente quando o fármaco apresenta propriedades físico-químicas, como alta 

massa molar, baixa solubilidade, instabilidade em altas temperaturas e tensão de 

cisalhamento podem causar como ocorre com anticorpos. Assim, a compreensão 

mais profunda dos parâmetros envolvidos no processo de formação de partícula e 

seus efeitos nas propriedades estruturais de tais sistemas é crucial para avançar na 

obtenção de sistema de liberação de fármacos com propriedades moduladas em 

relação a melhor resposta biológica.  

Nesse sentido, é fundamental estudar os parâmetros que governam a formação 

das partículas. Diante dos dados de caracterização físico-química das NPs obtidos, 

foi possível concluir que o AH interage mais do que o HP com o BVZ.   

Além disso, o parâmetro de EA% do BVZ as NPs, apresentou modificações 

inversamente proporcionais a concentração polimérica, ou seja, quanto maior a 

concentração polimérica, menor a EA% do BVZ as NPs. Nas partículas ternárias, ao 

modificar a ordem de adição dos polímeros HP e QS, também foi possível notar uma 

modificação na EA% de associação do BVZ aos sistemas, de maneira, que ao mudar 

a ordem de adição de AH + BVZ + HP + QS para AH + BVZ + QS + HP ocorreu uma 

diminuição da EA%.   

As interações das NPs com o muco foram mimetizadas através de estudo de 

interação entre as NPs e MUC. O microambiente tumoral foi mimetizado através de 

dispersão de MUC em tampão acetato pH 5.0 e ambiente fisiológico, através de 

dipersão de MUC em tampão fosfato pH 7.4. Foi possível compreender que o pH pode 

modular as interações entre as NPs e a MUC, uma vez que em pH 5.0 a QS possui 

valores altos de PZ (+35 a +45 mV) e em pH 7,4 esses valores tendem a se reduzir, 

se tornando próximo de +10 mV. A forte redução no tamanho das partículas de MUC 

e a inversão de carga observada na presença da NPF17_BVZ em pH de 

microambiente tumoral, pH 5,0, possivelmente ocorreu através de interações 

eletrostática fortes com os grupamentos siálicos presentes na estrutura da mucina, 

uma vez que ela se encontra em maior proporção na composição desta formulação, 
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indicando uma possível adsorção de partículas de QS a superfície das partículas de 

MUC.  

As NPF17 e NPF17_BVZ não demonstraram interferência na atividade 

biológica celular das linhagens celulares representativas de CCR (RKO) e comum 

(HUVEC). Além disso, demonstraram capacidade de manutenção da atividade 

biológica do BVZ, quando incorporado a NPF17, apresentando atividade 

antiangiogênica e capacidade de regressão tumoral, semelhante do BVZ livre. 

Sendo assim, dentro dos objetivos traçados no presente trabalho, de avaliação 

da atividade muco moduladora e antiantiogênica das NPs baseadas em QS, HP e AH, 

contendo BVZ para potencial tratamento de CCR e com base em trabalhos realizados 

anteriormente pelo grupo, no qual foram utilizados o fármaco BVZ e os presentes 

polímeros utilizados para o desenvolvimento das NPs, é possível inferir que as NPs 

binárias compostas por AH ou HP e QS, na presença de BVZ se comportam de 

maneira distintas em pH tumoral (pH 5.0) e em pH fisiológico (pH 7.4) se comportam 

de maneira semelhante, indicando que o pH e a combinação polimérica possui grande 

influência sobre o comportamento das partículas de MUC quando em contato. 

Além disso, o sistema ternário (NPF17_BVZ), composto pelos três polímeros, 

AH, HP e QS na presença de BVZ demonstrou grande capacidade de manutenção da 

atividade biológica do BVZ, demonstrando atividade antiangiogênica e antitumoral. 

Diante disso, o presente trabalho conseguiu trazer para o grupo uma nova 

perspectiva sobre o estudo de atividade antiangiogênica assim como a avaliação da 

interação de nanossistemas com a MUC, que pode ser realizada através da técnica 

de titulação, permitindo uma avaliação concomitante da mudança de tamanho e PZ 

ao se aumentar a concentração dos nanossistemas a dispersão de mucina, permitindo 

um ensaio de nano – biointerface.     
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