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RESUMO 

 

5-fluorouracil (5-FLU) e metotrexato (MTX) são utilizados no tratamento do câncer 

colorretal (CC), no entanto, sua eficácia clínica é limitada devido à falta de 

especificidade, levando a efeitos colaterais graves. Neste sentido, nanopartículas (NPs) 

baseadas em quitosana (QS), encapsuladas com 5-FLU e funcionalizadas com MTX, 

bem como a incorporação dessas NPs em micropartículas (MPs) de amido resistente e 

pectina (AR/P) para administração oral foram delineadas visando alcançar a liberação 

direcionada, e aumentar a concentração local do fármaco no cólon e/ou região tumoral. 

O método de geleificação ionotrópica utilizando tripolifosfato (TPP) como reticulante 

foi eficiente na obtenção de NPs de QS/TPP/5-FLU, as quais apresentaram diâmetro 

médio entre 122,2 a 155,0 nm, com índice de polidispersão (PDI) entre 0,24 e 0,35, 

valor de potencial zeta (acima de +21 mV) e forma esférica. A eficiência de 

encapsulação (EE) do 5-FLU nestas NPs variou entre 12,24 a 23,58%, demonstrando 

que a amostra com maior proporção de QS (4:1:1 QS/TPP/5-FLU) promoveu maior EE. 

A QS foi conjugada com sucesso ao MTX, e o teor do MTX obtido para as amostras 

QS-MTX-1; QS-MTX-2 e QS-MTX-3 foi de 16,92, 27,52 e 30,89%, respectivamente. 

As NPs funcionalizadas com MTX apresentaram diâmetro médio entre 376,4 e 407,8 

nm, com valores de PDI entre 0,38 e 0,41 e potencial zeta entre +31,6 e +26,3 mV, 

demonstrando uma redução na EE do 5-FLU (15,71-18,23%). Ensaios de mucoadesão 

demonstraram que as NPs de QS/TPP sem e com adição de 5-FLU apresentaram maior 

capacidade mucoadesiva comparadas as NPs funcionalizadas com MTX, as quais 

promoveram uma redução nos valores de potencial zeta, indicando uma menor adsorção 

de mucina à superfície dessas NPs. As NPs de QS/TPP com e sem 5-FLU foram 

encapsuladas em MPs de AR/P usando o método de geleificação ionotrópica por 

gotejamento manual e/ou aerossolização, e as MPs carregadas com NPs apresentaram 

diâmetro médio acima de 800 µm e 10 µm, respectivamente. A forma esférica das MPs 

e a eficiência de incorporação das NPs nas MPs foram confirmadas em ambos os 

métodos. Os estudos de liberação in vitro do 5-FLU demonstraram que a encapsulação 

das NPs em MPs de AR/P promoveu um maior controle das taxas de liberação do 5-

FLU, com redução significativa em meio ácido (53%). NPs de QS foram marcadas com 

sucesso usando o fluoróforo Cy5 para sua monitorização usando imagens ópticas 

multiespectrais em camundongos. Nos ensaios de biodistribuição in vivo, as NPs QS-

Cy5 apresentaram uma distribuição mais rápida ao longo do trato gastrointestinal (TGI), 

ou seja, um tempo de trânsito mais curto em comparação com as MPs carregadas com 

NPs. Além disso, as NPs QS-Cy5 mostraram absorção não específica na corrente 

sanguínea com acúmulo no rim, enquanto que para as MPs carregadas com NPs não foi 

observado acúmulo significativo no sangue ou nos principais órgãos, indicando que a 

encapsulação das NPs em MPs de AR/P resultou em uma maior proteção das NPs ao 

longo do TGI após a administração oral. Portanto, o conjunto de resultados sugere que 

as MPs de AR/P são potenciais carreadores para a liberação de NPs carregadas de 

fármaco ao cólon e este trabalho contribuirá para o desenvolvimento de sistemas orais 

para o tratamento do CC. 

 

Palavras-chave: Nanopartículas; quitosana; 5-fluorouracil; metotrexato; 

micropartículas; amido resistente; pectina; liberação cólon-específica; biodistribuição in 

vivo. 

 

 



 

ABSTRACT 

 
5-fluorouracil (5-FU) and methotrexate (MTX) has been widely used in the treatment of 

colorectal cancer (CRC), however, its clinical efficacy is limited due to its lack of 

specificity, leading to severe side effects. In this sense, chitosan (CS) nanoparticles 

(NPs) encapsulated with 5-FU and functionalized with MTX, as well as the 

incorporation of these NPs into resistant starch and pectin (RS/P) microparticles (MPs) 

for oral administration were designed to achieve targeted release, and to increase local 

drug concentration in the colon and/or tumor region. Ionotropic gelation method using 

tripolyphosphate (TPP) as a crosslinker was efficient in obtaining CS/TPP/5-FU NPs, 

with a mean diameter between 122.2 and 155.0 nm, with a polydispersity index (PDI) 

between 0.24 and 0.35, zeta potential value (above +21 mV) and spherical shape. 5-FU 

encapsulation efficiency (EE) in these NPs ranged from 12.24 to 23.58%, showing that 

the sample with a higher proportion of CS (4:1:1 CS/TPP/5-FU) which presented higher 

EE. CS was successfuly labelled to the MTX and MTX content obtained for CS-MTX-

1; CS-MTX-2 and CS-MTX-3 samples were 16.92, 27.52 and 30.89%, respectively. 

NPs functionalized with MTX presented mean diameter between 376.4 and 407.8 nm, 

with PDI values between 0.38 and 0.41 and zeta potential between +31.6 and +26.3 mV, 

with a small reduction in the EE of 5-FU (15.71-18.23%). Mucosadhesion studies 

demonstrated that the CS/TPP NPs with and without 5-FU, presented higher 

mucoadhesive capacity compared to the NPs functionalized with MTX, which led to the 

reduction in the zeta potential values, indicating lower adsorption of mucin on the 

surface of these NPs. CS/TPP NPs with and without 5-FU were encapsulated into RS/P 

MPs using ionotropic gelation method by manual dripping and/or aerosolization, and 

MPs loaded with NPs had average diameter above 800 μm, and diameter of 10 μm, 

respectively. Spherical shape of the MPs and nanoparticle encapsulation efficiency into 

microparticles were confirmed in both methods. In vitro release studies demonstrated 

that the encapsulation of NPs into RS/P MPs promoted greater control of 5-FU release 

rates, with a significant reduction in acid media (53%). CS NPs were successfuly 

labelled using Cy5 fluorophore and were monitored using multispectral optical imaging 

in mouse. In vivo biodistribution studies, CS-Cy5 NPs showed a faster clearance in the 

distribution pattern along the gastrointestinal tract (GIT), i.e., a shorter transit time 

compared to CS NPs-loaded RS/P microparticles. In addition, CS-Cy5 NPs showed 

non-specific absorption into the blood-stream with associated kidney accumulation, 

while for the CS NPs-loaded RS/P microparticles no significant accumulation was 

observed in blood or major organs, indicating that the encapsulation of NPs into RS/P 

MPs resulted in higher protection of the NPs along the GIT after oral administration. 

Therefore, the set of results suggests that RS/P MPs are potential carriers for delivering 

drug-loaded nanoparticles to the colon and this work will contribute to the development 

of oral-systems for the treatment of CRC. 

 

Keywords: Nanoparticles; chitosan; 5-fluorouracil; methotrexate; resistant starch; 

pectin; microparticles; colon specific delivery; in vivo biodistribution. 
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1 INTRODUÇÃO 

 O câncer colorretal (CC) é a terceira maior incidência mundial e a quarta 

principal causa de mortalidade relacionada ao câncer entre homens e mulheres, sendo 

que está previsto mais de 2,2 milhões de novos casos até 2030, destacando a 

necessidade de novas alternativas para o tratamento desta patologia (SADREDDINI et 

al., 2017; SOCIETY, 2018).  

 O tratamento do CC depende principalmente do estágio de desenvolvimento da 

doença, bem como da localização do tumor. Várias abordagens têm sido utilizadas, 

incluindo ressecção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia; além disso, as combinações 

de dois ou mais tratamentos são frequentemente utilizados (CHANDRAN et al., 2017; 

ESTANQUEIRO et al., 2015). 

 Apesar de eficiente na inibição do crescimento celular, a quimioterapia 

intravenosa é frequentemente ineficaz na prevenção da recorrência e progressão do 

câncer em pacientes. Isso se deve principalmente à falta de especificidade/seletividade 

de fármacos quimioterápicos em células tumorais, no qual na maioria das vezes esses 

fármacos não conseguem atingir os locais alvo (especialmente os tumores na região 

colorretal) em concentrações terapêuticas adequadas. Desta forma, apenas uma pequena 

fração do fármaco administrado atinge o local de ação, enquanto o restante é distribuído 

em órgãos e tecidos saudáveis. Esta liberação não direcionada dos fármacos citotóxicos 

resulta no agravamento da toxicidade e o surgimento de efeitos colaterais graves 

(ESTANQUEIRO et al., 2015; SADREDDINI et al., 2017). Além disso, outro grande 

problema da quimioterapia convencional é a predisposição das células tumorais a se 

tornarem resistentes aos efeitos citotóxicos dos quimioterápicos (MATOS et al., 2019). 

 A via oral representa uma alternativa promissora no tratamento do CC, já que 

entre as vias de administração de fármacos, ela é considerada segura, não invasiva, que 

possibilita a auto-administração e flexibilidade na dosagem, fatores que contribuem para 

uma maior aceitação e adesão do paciente (ISHA et al., 2012; ALEXANDER, 2009; 

PINTO, 2010). No entanto, a vetorização de fármacos através da via oral representa um 

grande desafio, uma vez que existem diversas barreiras ao longo do trato 

gastrointestinal (TGI) a serem superadas para que o fármaco alcance o local desejado. 

Neste sentido, a liberação sítio específica de fármacos representa uma alternativa 

racional para a vetorização desses agentes terapêuticos para os sítios alvos.  
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 Tendo em vista as limitações da terapia convencional do CC, a nanotecnologia 

farmacêutica é uma importante ferramenta tecnológica para o desenvolvimento de 

novos sistemas de liberação de fármacos visando a vetorização desses agentes 

antineoplásicos para os sítios alvos.  

 As nanopartículas permitem o encapsulamento de fármacos com baixa 

estabilidade, protegendo-os contra a degradação, promovendo a modulação das taxas de 

liberação do fármaco e/ou o seu direcionamento para órgãos ou tecidos específicos 

(HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008; HUA et al., 2015). Estudos demonstraram a 

atividade antitumoral de nanopartículas no tratamento do CC, bem como sua 

seletividade para as células tumorais (CHENG et al., 2019; GU et al., 2019). 

 Adicionalmente, o tamanho reduzido das nanopartículas e a possibilidade de 

associação de fármacos/moléculas à sua superfície são importantes propriedades que 

contribuem para seu uso na terapia do CC. Assim, a utilização de ligantes na superfície 

de sistemas nanoestruturados representa uma estratégia promissora, que possibilitará o 

direcionamento de partículas para as células tumorais, maximizando sua interação 

celular, bem como levando à uma maior seletividade e consequentemente redução dos 

efeitos adversos/tóxicos (ASHWANIKUMAR et al., 2014; WANG et al., 2015). 

Estudos recentes têm demonstrado a capacidade do metotrexato (MTX) 

direcionar/vetorizar nanoestruturas através dos receptores de folato (KAR et al., 2019; 

SARGAZI et al., 2018). 

 Outra importante propriedade que as nanopartículas poliméricas podem 

apresentar é a mucoadesão, pois essa característica pode prolongar o tempo de 

permanência do sistema no local alvo, favorecendo a interação com a membrana 

biológica e, conseqüentemente, promovendo um aumento da concentração do fármaco 

no local de ação (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; ENSIGN; CONE; HANES, 

2012). Entre os inúmeros polímeros utilizados para essa finalidade, a quitosana (QS) 

têm-se destacado por ser um polissacarídeo catiônico biocompatível e biodegradável, 

que oferece notáveis propriedades biológicas aos sistemas de liberação de fármacos.  

 Devido à presença de cargas superficiais positivas, a QS favorece a adesão à 

camada de muco do intestino através de interações eletrostáticas com os grupos siálicos 

da mucina, melhorando a interação biológica do sistema (RINAUDO, 2011; 

WOODLEY, 2001). A habilidade da QS se reticular inter e intramolecularmente quando 

em contato com poliânions têm sido explorada para a obtenção de NPs através do 
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processo de geleificação ionotrópica, o qual é um processo quimicamente verde e livre 

de solvente orgânico (CALVO et al., 1997; FAN et al., 2012). 

 A performance das nanopartículas pode ser ainda melhorada, através da 

encapsulação das nanopartículas em sistemas de liberação específicos ao cólon por 

administração oral, o que deve permitir a vetorização direcionada de quimioterápicos ao 

cólon, favorecendo o aumento do efeito terapêutico, e minimizando a dose administrada 

e os efeitos colaterais associados (MA et al., 2015).   

 O desenvolvimento de sistemas orais visando a liberação cólon-específica de 

fármacos pode ser baseado em materiais que são especificamente degradados por 

enzimas produzidas por bactérias colônicas. O amido resistente (AR) é uma fração de 

amido hidrotermicamente modificada que resiste à digestão no estômago e no intestino 

delgado, devido à sua estrutura tridimensional mais organizada e empacotada o que 

dificulta o acesso das enzimas proteolíticas às ligações glicosídicas (MENEGUIN et al., 

2018; YOON; LEE; LIM, 2009). Da mesma forma, a pectina (P) é outro polissacarídeo 

adequado para direcionar fármacos ao cólon, uma vez que é resistente à digestão de 

amilases e proteases, permanecendo como agregados macromoleculares nas porções 

superiores do TGI (LIU et al., 2003; MENEGUIN et al., 2018). 

 Dentre os antineoplásicos utilizados para o tratamento do CC, os mais utilizados 

na terapia isolada ou combinada com cirurgia e/ou radioterapia são leucovorina, 

irinotecano, 5-fluorouracil (5-FLU) e MTX (SADANANDAM et al., 2013; 

SCHWARTZ; BLANKE; PESKO, 2004). O 5-FLU é um análogo da pirimidina 

pertencente à classe dos antimetabólitos, sendo considerado um dos quimioterápicos de 

primeira linha no tratamento do CC. No entanto, o rápido catabolismo (cerca de 80%) 

pela enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD) limita a eficácia terapêutica do 5-

FLU. Além disso, o 5-FLU é caracterizado por ação não seletiva contra o epitélio do 

trato gastrointestinal, meia-vida curta na circulação plasmática (10-15 min) e distúrbios 

da medula óssea (ASHWANIKUMAR et al., 2014; BLANCO et al., 2011).  

 Diante do comportamento agressivo do CC, está cada vez mais evidente que a 

terapia combinada pode proporcionar efeitos mais significativos do que o uso dos 

agentes antineoplásicos individualizados, resultando na melhoria das taxas de resposta e 

na sobrevida dos pacientes (ASHWANIKUMAR et al., 2014; LI et al., 2011). A 

eficácia do 5-FLU na terapia de CC pode ser consideravelmente aumentada quando 

utilizado em combinação com o MTX, sendo bem reconhecido na quimioterapia contra 
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o câncer utilizando agentes antineoplásicos sinérgicos (ASHWANIKUMAR et al., 

2014).  

 O MTX é um antagonista do ácido fólico, amplamente utilizado no tratamento 

de vários tumores sólidos, incluindo câncer de mama e colorretal. Além da sua 

eficiência na terapia do CC, o MTX apresenta semelhança estrutural com o ácido fólico, 

o que permite se ligar ao transportador de folato e ser internalizado pelas células 

cancerígenas devido à alta expressão de receptores de folato na superfície das células 

cancerosas (ASHWANIKUMAR et al., 2014; LI et al., 2014; WANG et al., 2015). 

Contudo, sua elevada citotoxicidade e baixa seletividade são responsáveis por uma série 

de efeitos adversos (ASHWANIKUMAR et al., 2014).   

 Com base nos fatos expostos, o desenvolvimento de nanopartículas de QS 

carregadas com 5-FLU, funcionalizadas com MTX e incorporadas em micropartículas 

de AR/P para administração oral, representa uma potencial estratégia para a vetorização 

direcionada ao cólon, levando ao aumento da atividade antitumoral e, 

consequentemente, o aumento da eficácia terapêutica no tratamento do CC. 
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minimizar a liberação indesejada de fármacos na corrente sanguínea, bem como seus 

efeitos citotóxicos durante a terapia do câncer colorretal. 

 Esses dados evidenciam que as micropartículas de AR/P foram capazes de 

proteger as nanopartículas, prevenindo sua absorção indesejada no sangue e nos 

principais órgãos após a administração oral.  
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7 CONCLUSÕES  

 A otimização e adequação dos parâmetros para a obtenção de nanopartículas de 

QS/TPP/5-FLU, tais como proporções de massa polimérica, ordem de adição dos 

componentes no sistema, e valores de pH da solução de QS, estavam diretamente 

relacionados à formação, bem como às propriedades físico-químicas das nanopartículas 

(tamanho, PDI, potencial zeta e eficiência de encapsulação), constituindo uma etapa 

fundamental do presente estudo.  

 O desenvolvimento das nanopartículas baseadas em QS/TPP/5-FLU através do 

processo de geleificação ionotrópica permitiu a obtenção de partículas com forma 

esférica, diâmetro nanométrico, com distribuição homogênea de tamanho e elevado 

valor de potencial zeta, apresentando características favoráveis para a interação com a 

superfície celular, bem como a estabilidade do sistema. A eficiência de encapsulação do 

5-FLU nestas nanopartículas foi de 23,58%. 

 A QS foi conjugada com sucesso com MTX através da formação de ligação 

amida, e diferentes graus de conjugação de MTX foram obtidos. Após a conjugação 

com MTX, as propriedades dessas nanopartículas como tamanho, PDI e potencial zeta 

permaneceram favoráveis, com uma pequena redução no teor de encapsulação do 5-

FLU (15,71-18,23%). Essas nanopartículas funcionalizadas com MTX podem ser 

exploradas como uma estratégia para o direcionamento ativo para as células tumorais 

mediado por receptores de folato, a fim de aumentar o acúmulo no tumor e alcançar 

uma terapia mais seletiva no tratamento do câncer colorretal. 

 Da mesma maneira, essas nanopartículas foram conjugadas com sucesso usando 

o corante Cy5 e a quitosana marcada com Cy5 foi usada para avaliar a biodistribuição in 

vivo de nanopartículas e micropartículas carregadas de nanopartículas ao longo do TGI 

após administração oral por imagem animal multiespectral.  

 A capacidade mucoadesiva das nanopartículas foi demonstrada, de modo que a 

mucoadesão foi favorecida em pH 6,8 (região colônica) e reduzida em ambiente ácido. 

 As nanopartículas de quitosana foram encapsuladas com sucesso em 

micropartículas de amido resistente/pectina através do método de geleificação 

ionotrópica usando gotejamento manual e aerossolização, apresentando forma esférica e 

superfície homogênea. Além disso, o processo de obtenção das micropartículas 

carregadas com nanopartículas usando o método de aerossolização permitiu a formação 

de micropartículas menores (10 µm), usadas nos ensaios de biodistribuição in vivo. 
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 A eficiência da encapsulação das nanopartículas em micropartículas de amido 

resistente/pectina foi evidenciada através da redução das taxas de liberação do 5-FLU 

em meio ácido, bem como o prolongamento das taxas de liberação do fármaco, evitando 

a liberação prematura das nanopartículas. 

 Os estudos de biodistribuição in vivo demonstraram liberação mínima das 

nanopartículas a partir das micropartículas ao longo do TGI, em comparação com as 

nanopartículas administradas sozinhas, que foram rapidamente liberadas durante seu 

trânsito no TGI. Além disso, os resultados revelaram que apenas as nanopartículas de 

quitosana foram absorvidas pela corrente sanguínea com subsequente eliminação pelo 

rim. Assim, o encapsulamento das nanopartículas nas micropartículas de amido 

resistente/pectina poderia não apenas ajudar as nanopartículas a escapar e/ou resistir ao 

ambiente gástrico do trato digestivo, mas também evitar potenciais efeitos colaterais 

sistêmicos pela via oral. 

 Baseado no conjunto de dados, as micropartículas de amido resistente/pectina 

são promissoras para a vetorização de nanopartículas carregadas de fármaco ao cólon 

pela via oral e os resultados deste trabalho devem contribuir para os avanços no 

tratamento do câncer colorretal. 
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