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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) ocupa a terceira posi¢do em relacdo as mortes mundiais relacionadas
ao cancer. O 5-fluorouracil (5-FU) ¢ o farmaco de escolha para o tratamento do CCR; no entanto,
apresenta uma série de limitagdes, como absor¢do instavel no trato gastrointestinal (TGI),
problemas relacionados a sua elevada hidrofilia, meia vida plasmatica curta e variagdo na sua
farmacocinética, ocasionando muitos efeitos adversos. Sistemas de liberagdo colon especificos
contendo 5-FU a partir de nanoparticulas poliméricas t€ém sido explorados na literatura, visando
contornar essas limitacdes e possibilitar a administracdo oral desse quimioterdpico. Nesse
contexto, nanoparticulas de zeina tem ganhado cada vez mais destaque principalmente devido a
sua capacidade de resistir a degradacdo da porcao superior do TGI. Adicionalmente, a co-
encapsula¢dao com o propionato poderia ampliar a eficdcia da terapia, ja que esse metabdlito ativo
possui relacdo com a homeostase intestinal, com a manutencdo da integridade da mucosa
intestinal, além de também possuir agdo anti-inflamatoria, imunomoduladora e potencial
anticancer. Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo desenvolver nanoparticulas a base
de zeina para a liberagdo colon-especifica do 5-FU e propionato com potencial aplicagdo no
tratamento do CCR. As nanoparticulas foram preparadas pela técnica de nanoprecipitagdo e
posteriormente foram caracterizadas quanto aos aspectos fisico-quimicos e frente atividade in
vitro. Em razao da instabilidade desses sistemas, realizou-se um estudo visando a estabilizac¢ao
das nanoparticulas por meio dos polissacarideos quitosana (QS) e alginato de sddio (AS). As
particulas contendo AS em sua composic¢ao apresentaram diametro hidrodinamico médio (DHM)
entre 192 e 259 nm, indice de polidispersao (PdI) de ~ 0,145, potencial zeta (PZ) entre -32 e -53
mV e eficiéncia de encapsulagcdo (EE%) entre 49 e 50% para 5-FU e 58 e 65% para PROP. J4 as
particulas contendo QS apresentaram DHM entre 120 ¢ 190 nm, PdI entre 0,190 e 0,286, PZ
variando entre 39 ¢ 53 mV e EE% entre 34 ¢ 44% para 5-FU e 49 e 68% para PROP. As
nanoparticulas contendo QS apresentaram maior estabilidade em condig¢des elevadas de sal e as
nanoparticulas contendo AS exibiram maior estabilidade frente as diferentes condi¢des de pH.
As nanoparticulas contendo maior concentra¢do de AS exibiram uma alta estabilidade em todas
as analises realizadas, sendo selecionada para a continuidade do trabalho. Ensaios de
caracterizacdo fisico-quimica da formula¢do escolhida evidenciaram a presenga de
nanoparticulas esféricas com distribui¢ao de tamanho uniforme, além de indicarem estabilidade
térmica e interagdo entre 5-FU, PROP e os polimeros utilizados, indicando sucesso na formagao
das nanoparticulas. Os ensaios de corona proteica e de capacidade de interagdo com a mucina
evidenciaram a interagdo das NPs com proteinas e sua capacidade de intera¢do com a mucina. O
perfil de liberacao in vitro do farmaco pelas nanoparticulas demonstrou liberagdao controlada ao
longo do tempo e capacidade das nanoparticulas em proteger o farmaco em condigdes gastricas.
A biocompatibilidade das NPs foi avaliada em células HCT116, exibindo citotoxicidade dose-
dependente e efeito aditivo entre os farmacos. Um efeito hormético foi observado nos ensaios de
migracdo celular. As andlises por microscopia confocal e citometria de fluxo demonstraram a
capacidade de internalizagdo celular das nanoparticulas em células HCT116. Esse achado ¢
desejavel, considerando o mecanismo de a¢do intracelular do 5-FU. Frente modelo 3D, as NPs
demonstraram efeito citotoxico tempo e dose-dependente. Ademais, as NP foram efetivas em
controlar a permeabilidade do 5-FU e do propionato através de monocamada de células Caco-2.
Em conjunto, os resultados obtidos evidenciam o potencial das nanoparticulas desenvolvidas
como uma estratégia promissora para a entrega direcionada de farmacos no coélon, abrindo
perspectivas para o aprimoramento de terapias voltadas ao tratamento de doencas colorretais.

Palavras-chave: nanoparticulas proteicas; cancer colorretal; sistemas de liberagdao de farmacos;
acidos graxos de cadeia curta; co-encapsulagao.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) ranks third among global cancer-related deaths. 5-Fluorouracil (5-FU) is
the drug of choice for treating CRC; however, it presents several limitations, such as unstable
absorption in the gastrointestinal tract (GIT), issues related to its high hydrophilicity, a short
plasma half-life, and pharmacokinetic variability, all of which lead to numerous adverse effects.
Colon-specific delivery systems utilizing polymeric nanoparticles to carry 5-FU have been
explored in the literature as a means to overcome these limitations and enable the oral
administration of this chemotherapeutic agent. In this context, zein nanoparticles have gained
increasing prominence, primarily due to their ability to resist degradation in the upper GIT.
Additionally, co-encapsulation with propionate could enhance therapeutic efficacy, given that this
active metabolite is linked to intestinal homeostasis and the maintenance of intestinal mucosal
integrity, while also exhibiting anti-inflammatory, immunomodulatory, and potential anticancer
properties. Thus, the present study aims to develop zein-based nanoparticles for the colon-specific
delivery of 5-FU and propionate, with potential application in CRC treatment. The nanoparticles
were prepared using the nanoprecipitation technique and subsequently characterized regarding
their physicochemical properties and in vitro activity. Due to the instability of these systems, a
study was conducted to stabilize the nanoparticles using the polysaccharides chitosan (CS) and
sodium alginate (SA). Particles containing AS exhibited a mean hydrodynamic diameter (MHD)
between 192 and 259 nm, a polydispersity index (PdI) of ~0.145, a zeta potential (ZP) between -
32 and -53 mV, and an encapsulation efficiency (EE%) of 49-50% for 5-FU and 58-65% for
PROP. In contrast, particles containing QS showed an MHD between 120 and 190 nm, a PdI
between 0.190 and 0.286, a ZP ranging from 39 to 53 mV, and an EE% of 34-44% for 5-FU and
49—68% for PROP. QS-containing nanoparticles demonstrated greater stability under high-salt
conditions, whereas AS-containing nanoparticles exhibited greater stability across varying pH
conditions. Nanoparticles with the highest AS concentration showed high stability in all analyses
performed and were selected for the continuation of the study. Physicochemical characterization
assays of the selected formulation revealed spherical nanoparticles with a uniform size
distribution, as well as thermal stability and interactions between 5-FU, PROP, and the polymers
used, indicating successful nanoparticle formation. Protein corona and mucin interaction assays
demonstrated the interaction of the NPs with proteins and their ability to interact with mucin. The
*in vitro* drug release profile showed controlled release over time and the nanoparticles' ability
to protect the drug under gastric conditions. NP biocompatibility was evaluated using HCT116
cells, revealing dose-dependent cytotoxicity and an additive effect between the drugs. A hormetic
effect was observed in cell migration assays. Confocal microscopy and flow cytometry analyses
demonstrated the cellular internalization of the nanoparticles in HCT116 cells. This finding is
desirable, given the intracellular mechanism of action of 5-FU. In a 3D model, the NPs exhibited
a time- and dose-dependent cytotoxic effect. Furthermore, the NPs were effective in controlling
the permeability of 5-FU and propionate across a Caco-2 cell monolayer. Taken together, the
results highlight the potential of the developed nanoparticles as a promising strategy for targeted
colonic drug delivery, opening up prospects for improving therapies for colorectal diseases.

Keywords: protein nanoparticles; colorectal cancer; drug delivery systems; short-chain fatty
acids; co-encapsulation.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) ¢ definido como sendo uma patologia que envolve o crescimento
desordenado de células cancerigenas na por¢ao final do sistema digestivo, mais especificamente
no colon e no reto (Schaedler et al., 2024). Segundo dados epidemioldgicos, o CCR ¢ um dos
canceres que mais acomete a populagdo no mundo inteiro, possuindo altas taxas de mortalidade,
as quais podem ser evitadas nos casos em que ha diagndstico precoce (Siegel; Giaquinto; Jemal,
2024). Apesar dos avangos na medicina, estudos indicam que nos proximos anos €sses numeros
devem continuar aumentando, com expectativa de que no ano de 2026 haja aproximadamente
53.000 novos casos no Brasil e aumento de 60% de casos até 2030 no mundo (INCA, 2026; Deng
et al., 2025). Mesmo que seu surgimento esteja associado a mutagdes em genes especificos, ja foi
estabelecido a correlagdo entre a promogao de habitos de vida saudaveis e a probabilidade de ser
acometido por essa patologia (Lea et al., 2025). Com isso, a principal estratégia para a reducao de
casos de CCR consiste em prevencdo primaria, que inclui a adogcdo de habitos saudaveis para
reduzir os fatores de risco e o rastreio preventivo da doenga, por meio de exames laboratoriais (Xi;
Xu, 2021), o qual ¢ fundamental, pois o diagnostico precoce aumenta consideravelmente a
sobrevida do paciente (Dekker et al., 2019).

As principais abordagens terapéuticas para o tratamento do CCR incluem procedimentos
cirurgicos, resseccdo endoscopica, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, os quais sao
definidos levando em consideracdo a extensao, tamanho e localizagdo do tumor, bem como a
condic¢do geral de satide do paciente (Ribeiro et al., 2023). A intervengdo cirirgica ¢ a primeira
linha de tratamento para casos de pacientes em estagios iniciais de CCR. Em estagios
intermediérios, comumente ¢ indicada a associagdo de intervencdo cirurgica com tratamento
quimioterapico. Por fim, casos mais graves, onde ha presenca de metastase, a indicagdo geral ¢
consiste no tratamento quimioterapico, ja que a cirurgia ndo ¢ mais eficaz (Mneimneh; Darwiche;
Mehanna, 2024). O uso de mais de um tipo de método terapéutico também pode ser indicado,
buscando reduzir o estagio tumoral e até mesmo otimizar o processo de ressec¢do (Alinia et al.,
2024).

O S5-fluorouracil (5-FU) é um agente quimioterapico amplamente utilizado para o
tratamento de CCR, principalmente devido a sua seguranca, custo acessivel e eficacia
comprovada (Schmitt et al., 2025). Sua acdo ocorre por meio da inibicdo da enzima timidilato
sintetase, que desempenha um papel crucial na sintese de pirimidinas, resultando em danos no
DNA e RNA (Vodenkova et al., 2020). Mesmo com sua popularidade, alguns pontos negativos,
como seu metabolismo hepético, farmacocinética instavel, inespecificidade e resisténcia celular,

ainda sdo fatores que limitam sua aplicabilidade (Vodenkova et al., 2020; Francipane; Bulanin;
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Lagasse, 2019).

Dada as limitagdes que envolvem a entrega oral de agentes quimioterapicos, sistemas de
liberagdo de farmacos vém sendo cada vez mais estudados como alternativas ao tratamento
convencional, visto serem capazes de remodelar o comportamento farmacocinético in vivo dos
farmacos, favorecer sua biodisponibilidade e velocidade de metabolizacdo, reduzir os efeitos
toxicos e aumentar a superficie de contato (Gogoi; Kaur; Singh, 2022). A liberagdo cdlon
especifica ¢ uma abordagem terapéutica promissora no tratamento do CCR, garantindo a entrega
direcionada de quimioterapicos ao colon, capazes de promover o tratamento local, reduzindo os
efeitos adversos ¢ a dose de tratamento (Mneimneh; Darwiche; Mehanna, 2024). Sistemas de
liberagdo colon-especificos podem ser delineados explorando as variagdes fisiologicas do trato
gastrointestinal (TGI), podendo ser desenvolvidos sistemas que sdo pH e/ou tempo dependentes,
sistemas dependentes da pressdo luminal e aqueles que sdo degradaveis pela microbiota colonica
(Dos Santos et al., 2021).

Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos envolvendo sistemas de liberacdo de
farmacos baseados em nanotecnologia foram realizados e uma maior énfase tem sido dado para
o desenvolvimento de nanoparticulas proteicas. Essas sdo definidas como sendo sistemas
nanométricos compostos principalmente por proteinas, sejam elas de origem animal, vegetal ou
sintética (Hajipour et al., 2023). Dentre as caracteristicas que as torna promissoras na vetorizacao
de farmacos, destacam-se a alta eficiéncia de encapsulacdo, baixa toxicidade e variedade
estrutural e funcional, atributo esse que permite personalizar o sistema de acordo com os objetivos
pretendidos (Lin et al., 2025; Habibi et al., 2022). De mesmo modo, outro ponto vantajoso das
nanoparticulas proteicas ¢ sua boa biocompatibilidade, fruto de uma afinidade natural entre as
células do corpo humano com materiais que possuem composi¢ao organica (Aljabali ef al., 2022).
Todas essas caracteristicas corroboram para a popularizacdo desses sistemas para a vetorizacao
de farmacos, atribuindo ao tratamento maior especificidade do alvo, de forma controlada e
direcionada, juntamente com o prolongamento do tempo de circulacdo sanguinea e melhora da
estabilidade dos farmacos (Habibi et al., 2022).

A zeina, uma proteina proveniente do milho, tem sido amplamente utilizada no
desenvolvimento de nanocarreadores devido sua capacidade resistir a degradacao causada pelo
acido gastrico e de enzimas gastrointestinais (De Marco, 2022). A zeina demonstra uma boa
compatibilidade celular, sendo definida pelo Food and Drug Administration (FDA) como um dos
materiais mais bioseguros (Borges et al., 2022). Ademais, ¢ um material natural, oriundo de
fontes renovaveis e biodegradaveis, o que a torna mais atraente para uso como excipiente

farmacéutico (Liu et al., 2025). Sua composi¢ao consiste basicamente em uma série de residuos
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de aminodcidos polares e aminoacidos nao polares, conferindo-a perfil hidrofobico, o que reduz
sua solubilidade em agua, sendo melhor solivel em solugdes aquosas de etanol (Borges ef al.,
2022; Shukla; Cheryan, 2001). Sua hidrofobicidade a torna capaz de realizar formacao
espontanea na presenca de solventes polares, da mesma forma que também favorece a
administracdo de farmacos destinados a liberagdo colonica (Zheng et al., 2022; Berardi et al.,
2018).

Apesar das inimeras vantagens de nanoparticulas proteicas de zeina, uma desvantagem ¢
sua baixa estabilidade coloidal, a qual favorece a formagdo de precipitados e agregados nas
formulagdes. Um dos fatores que leva a essa baixa estabilidade ¢ seu ponto isoelétrico, que em
solugdes com pH proximo de 6,2 faz com que haja carga superficial neutra nessas particulas
(Shehzad et al., 2024). Outro fator associado a essa caracteristica € o tipo de interagdao que ocorre
entre as particulas. A forca de interagdo presente em sistemas contendo zeina € do tipo interagdo
de van der Waals e quando esse sistema ¢ submetido a alteragdo de pH ou forga idnica,
comumente ocorre o aumento dessa forca de interacdo entre as cadeias proteicas, levando a
formagao de agregados (Dai et al., 2016).

Com isso, uma abordagem utilizada para contornar as limitacdes envolvendo a
instabilidade da zeina ¢ a utilizacdo de sistemas polissacarideos-proteina, ja que essa associacao
pode fornecer ao complexo grupos ionizaveis que diminuem a agregagao dessas particulas devido
ao aumento de interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio (Yong et al., 2026). Dentre os
polissacarideos disponiveis, a pectina (Huang; Li; Li, 2023), goma arabica (Jin et al., 2022),
quitosana (Cai et al., 2022), caseinato de s6dio (Chen; Zhong, 2014) e o alginato de sodio (Zhu
et al., 2023) estdo entre os mais frequentemente utilizados. A interagdo polissacarideo-proteina
pode ocorrer por meio de ligacdes covalentes ou ndo covalentes, sendo que nas ligagdes
covalentes ocorrem interagdes que resultam na alteragdo das propriedades de ambos. Por outro
lado, na interagdo do tipo ndo covalente ocorre a formagdo de complexos que podem ser
permanentes ou temporarios. Forcas de van der waals, ligagdo de hidrogénio, interagdo
hidrofobica e eletrostaticas sdo alguns dos tipos de interag¢do do tipo covalente, enquanto a ligagao
de hidrogénio, interagdo eletrostatica, exclusdo estérica e hidrofobicidade sdo as do tipo nao
covalente (Babu et al., 2024). Além disso, sistemas polissacarideo-proteinas geralmente estao
associados a um aumento da eficiéncia de encapsulagdo de farmacos hidrofilicos. A alta
hidrofobicidade da zeina pode resultar em baixa encapsulagdo de farmacos hidrofilicos, seja
devido a baixa afinidade com a matriz hidrofobica ou as interacdes moleculares limitadas.
Entretanto, a inclusdo de polissacarideos no sistema forma matrizes mais estaveis e estruturadas

a partir do estabelecimento de interacdes intermoleculares, resultando em melhor e maior
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aprisionamento de fairmacos hidrofilicos e reduzindo a liberagdo deles para a fase aquosa (Yong
et al., 2026).

Uma pratica que vém se popularizando no meio farmacéutico ¢ a co-encapsulagdo de
farmacos. A liberagdo de dois farmacos distintos no local de a¢dao pode resultar em um efeito
aditivo que aprimora a terapia e contribui para resultados mais expressivos quando comparado
com sistema contendo apenas um farmaco (Stevanovic et al., 2025; Zumaya et al., 2022). A co-
encapsulacdo com compostos bioativos se trata de uma estratégia promissora, especialmente com
aqueles do tipo acido graxos de cadeia curta, ja& que esses compostos sdo multifuncionais e
desempenham fun¢des imunomoduladoras, antioxidantes e anticancer, além de também
favorecerem o desenvolvimento de bactérias probioticas (Shen; Zhang; Qi, 2026).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) sdo um grupo de pequenos acidos carboxilicos
organicos, que sao gerados através do processo de fermentacdo de fibras alimentares e também
podem ser produtos resultantes de outros processos metabolicos da microbiota intestinal (Adame;
Stringer; Dickson, 2026; Liu; Wang; Wu, 2022). Portanto, sdo produtos resultantes dos processos
metabodlicos da microbiota intestinal que resultam no efeito benéfico do hospedeiro e da propria
microbiota (Liu; Wang; Wu, 2022; Scarpellini ef al., 2021). Adicionalmente, os acidos graxos de
cadeia curta também possuem notoria relacdo com a diminuigao da incidéncia de casos de CCR,
constituindo do principal metabolito bacteriano gerado a partir das fibras alimentares, sendo o
propionato o mais abundante dessa categoria (Liu ef al., 2024).

Ao longo dos ultimos anos, varias atividades importantes para a saude humana foram
associadas ao propionato € mesmo que ainda sejam necessarios mais estudos para elucidar seu
mecanismo de agdo e efeitos a longo prazo, ja foi observada a correlagdo entre esse metabolito e
efeitos benéfico para a saude intestinal (Sylwestrzak et al., 2025; Nogal; Valdes; Menni, 2021;
Osto, 2021). Esse AGCC contribui para a integridade da mucosa intestinal e para o processo de
regeneracdo do tecido local (Mirzaei et al., 2022). Adicionalmente, a pesquisa da atividade
anticancer dessa substancia tem aumentado ao longo dos ultimos anos. Alguns estudos
encontraram resultados sugestivos de apoptose de células anormais no geral, especialmente
daquelas de CCR (Hague et al., 1995; Scheppach; Bartram; Richter, 1995).

Portanto, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de um nanocarreador oral para
liberacdo colon-especifica de 5-FU e propionato a partir de nanoparticulas de zeina, e avaliagao
do seu potencial biologico in vitro no tratamento do cancer colorretal. Para isso, a estratégia de
trabalho ¢ desenvolver nanoparticulas proteicas de zeina associadas a polissacarideos para

protecao dos farmacos frente as condi¢des acidas do trato gastrointestinal superior.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento de nanocarreadores para o tratamento de cancer pode se tratar de uma
ferramenta que contorna uma série de limitagdes apresentadas por quimioterapicos de primeira
escolha. Nesse contexto, como parte do delineamento experimental, foi possivel preparar
nanoparticulas de zeina contendo 5-FU e propionato estabilizadas com AS e QS, obtendo-se
nanoparticulas com caracteristicas adequadas para o emprego em sistemas de entrega. As
formulacdes foram avaliadas por diversos ensaios de caracterizacdo fisico-quimicas,
demonstrando diametro, indice de polidispersdao e potencial zeta de acordo com os valores
sugeridos pela literatura. Na eficiéncia de encapsulagdo, as formula¢des demonstraram capacidade
de encapsular os dois principios ativos estudados, além de apresentarem alta estabilidade frente a
diferentes condicdes de pH, forca i6nica e tempo. Entretanto, as nanoparticulas contendo AS
exibiram maior estabilidade frente as diferentes condigdes de pH. Dessa forma, com base nas
analises iniciais de caracterizagao fisico-quimica, as nanoparticulas compostas por zeina e alginato
foram selecionadas para a continuidade do estudo, em fungao de suas propriedades fisico-quimicas
favoraveis, incluindo parametros de estabilidade adequados para aplicagdo em sistemas destinados
a via oral e a acdo colonica.

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o objetivo de desenvolver um
nanocarreador oral baseado em nanoparticulas de zeina para liberagao colon-especifica de 5-FU e
propionato foi alcangado. As analises de caracterizagdo fisico-quimica evidenciaram
nanoparticulas com tamanho médio e concentracao adequados, morfologia esférica e distribui¢ao
homogeénea, além de sugerirem interagdo entre a matriz polimérica e o farmaco. Estudos de
mucoadesdo e corona proteica mimetizaram e confirmaram comportamento adequado do sistema
frente a interagdes nanoparticulas: interface biologica. O perfil de liberagdo in vitro demonstrou
um comportamento de liberagdo controlada dos compostos encapsulados, indicando o potencial
do sistema para aplicagdo em estratégias de entrega oral direcionada. Ademais, os ensaios in vitro
com a linhagem celular HCT116 e Caco-2 permitiram avaliar o potencial bioldgico do sistema,
evidenciando efeito citotoxico dose-dependente, capacidade de internalizacdo e baixa
permeabilidade intestinal, favorecendo acdo local, atividade antitumoral e capacidade de
internalizacdo celular. Os modelos celulares 3D expressaram o efeito citotéxico tempo e dose-
dependente frente célula de linhagem de cancer. Em conjunto, esses resultados demonstram o
potencial das nanoparticulas de zeina associadas a polissacarideos como sistema promissor para a
entrega oral colon-especifica de 5-FU e propionato no tratamento do cancer colorretal, fornecendo

subsidios para a continuidade das investigagdes em etapas posteriores.
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