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RESUMO

SILVA, M. P. Preparaciao e caracterizacao de nanocarreadores de beta-
lactose a base de pectina e lisozima. 2022. 80f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2022.

O objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar nanocarreadores via
auto-organizagdo a partir da pectina de citros e lisozima para o
encapsulamento da B-lactose. Foram estudadas trés condi¢des de interagao
entre os biopolimeros variando a razao molar pectina/lisozima (3:1, 2:1, 1:1,
1:2 e 1:3), o pH e o tempo de aquecimento. A confirmagdo da interacao foi
determinada por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e por calorimetria de varredura diferencial (DSC). Os
espectros de infravermelho evidenciaram que ligacdes de hidrogénio foram
as principais forgas envolvidas na formacao dos nanocarreadores e sugeriram
a auséncia de [-lactose livre na superficie das nanoparticulas. Os
termogramas evidenciaram que as nanoparticulas formadas na presenga de
B-lactose tém maior estabilidade térmica do que as nanoparticulas sem [-
lactose. Para ambas as formulag¢des estudadas, na presenga e na auséncia de
B-lactose, a formagdo das nanoparticulas ocorreu entre os valores de pKa e
ponto isoelétrico (pl) da pectina e lisozima, respectivamente, sendo a melhor
razao de interacao pectina/lisozima 1:2, em pH 10, a 80 °C por 30 min. As
nanoparticulas foram formadas via auto-organizacao e todos as particulas
apresentaram distribuicdo de tamanho homogénea, formato esférico,
diametro inferior a 100 nm e carga superficial negativa. A morfologia e o
tamanho das particulas pouco alteraram com a incorporagdo da pB-lactose. A
eficiéncia de encapsulagdo (EE) da B-lactose foi superior a 96% para as
concentracdes estudadas. Ensaios preliminares in vitro, em células epiteliais
de cancer de célon (HCT-116), evidenciaram que as nanoparticulas formadas
sdo capazes de adentrar no meio intracelular, possivelmente, por via
endocitose.

Palavras-chave: Biopolimero, auto-organizacao, lactose,
nanoencapsulacao, calorimetria de varredura diferencial.



ABSTRACT

SILVA, M. P. Preparation and characterization of beta-lactose
nanocarriers based on pectin and lysozyme. 2022. 80f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2022.

This work aimed to prepare and characterize nanocarriers via self-assembly
using citrus pectin and lysozyme for P-lactose encapsulation. Three
interaction conditions between the biopolymers were studied, varying the
pectin/lysozyme molar ratio (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 and 1:3), pH and heating time.
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and differential scanning
calorimetry (DSC) determined the interaction's confirmation. The infrared
spectra showed that hydrogen bonds were the main forces involved in the
formation of nanocarriers and suggested the absence of free B-lactose on the
surface of the nanoparticles. The thermograms showed that nanoparticles
formed in the presence of B-lactose have greater thermal stability than
nanoparticles without B-lactose. For both formulations studied, in the
presence and absence of B lactose, the formation of nanoparticles occurred
between the pKa and isoelectric point (pl) values of pectin and lysozyme,
respectively, with the best pectin/lysozyme interaction molar ratio 1:2, at pH
10, at 80 °C for 30 min. Nanoparticles were formed via self-assembly, and
all particles presented homogeneous size distribution, spherical shape,
diameter less than 100 nm, and negative surface charge. The morphology
and size of the particles changed little with the incorporation of p-lactose.
The encapsulation efficiency (EE) of B-lactose was higher than 96% for the
concentrations studied. Preliminary in vitro assays in colon cancer epithelial
cells (HCT-116) showed that the nanoparticles formed are capable of
entering the intracellular medium, possibly via endocytosis.

Keywords: Biopolymer, self-assembly, lactose, nanoencapsulation,
differential scanning calorimetry.
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1 INTRODUCAO

A nanoencapsulacdo de componentes bioativos de alimentos,
nutracéuticos e medicamentos é atualmente utilizada em inumeras
aplicacOes tecnoldgicas. Uma grande variedade de materiais de parede, como
polissacarideos, proteinas, lipidios, polimeros sintéticos ou sua combinacao,
pode ser usada para preparar diferentes tipos de nanocarreadores para
encapsulamento, protecdo e liberacdo gradual de moléculas bioativas. Entre
varios veiculos em nanoescala, a formacdo de nanoparticulas a partir de
polissacarideos naturais é de particular interesse devido a sua abundancia na
natureza, baixa toxicidade, alta solubilidade em agua, biodegradabilidade e
biocompatibilidade e excelente capacidade de encapsulamento (ABAEE;
MOHAMMADIAN; MAHDI, 2017; WEI; HUANG, 2019; ZHOU et al.,
2016).

Existem varios polissacarideos (por exemplo, amido, celulose,
pectina, quitosana, dextranas) com propriedades funcionais distintas que tem
a capacidade de auto-organizacdo com proteinas formando estruturas para
proteger ingredientes bioativos do ambiente externo ou entrega-los a um alvo
bioldgico especifico. Enquanto a maioria das proteinas possui propriedades
funcionais e bioldgicas Unicas, os polissacarideos apresentam grande
variacdo devido a caracteristicas particulares, como composi¢do de
monossacarideos, tamanho e grau de ramificacdo, que alteram o0s
mecanismos de interacdo com outras biomoleculas. Os polissacarideos tém
muitos grupos funcionais (como grupos hidroxila e acido carboxilico) em
sua estrutura que podem ser facilmente modificados para interagir
eficientemente com um grande nudmero de ingredientes bioativos,
nutracéuticos e medicamentos (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016;
MOHAMMADIAN et al., 2020).



A auto-organizacdo (self-assembly) é uma técnica ecologicamente
correta, econébmica e conveniente na qual as moleculas formam
espontaneamente agregados ordenados por meio de ligacdo ndo covalente,
como interacOes eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas. A auto-organizacdo de nanoparticulas de biopolimeros, em
especial polissacarideo e proteina, pode aumentar a estabilidade quimica,
bioacessibilidade e biodisponibilidade de agentes funcionais. Essas
nanoestruturas podem ser usadas como carreadores promissores para a
entrega de compostos hidrofilicos e hidrofobicos em condigdes fisiologicas
devido a alta estabilidade em uma ampla faixa de pH. A mistura fisica de
polissacarideos e proteinas pode formar novas estruturas nao covalentes por
meio de métodos de gelificacdo a partir da desnaturacdo térmica das
proteinas. Em primeiro momento, o polissacarideo é misturado com uma
proteina. As estruturas polissacarideo/proteina ndo covalentes resultantes
sdo aquecidos no ponto isoelétrico da proteina, acima de sua temperatura de
desnaturacdo térmica, para formar sistemas sollveis estaveis (sistema
monofésico) ou sistemas insollveis (sistema bifasico). A formacdo do tipo
de sistema depende de fatores intrinsecos, como tipos de biopolimeros,
cargas positivas ou negativas, hidrofobicidade ou hidrofilicidade, estrutura
molecular ou peso molecular e flexibilidade molecular, e fatores extrinsecos,
como razao molar entre biopolimeros, concentracdo de biopolimeros, forca
ibnica, pH e temperatura (LI et al., 2015; WEI; HUANG, 2019; ZHANG et
al., 2021).

1.1 Nanoparticulas

Na industria de alimentos, a nanotecnologia € um campo emergente
com potencial de revolucionar o desenvolvimento de sistemas alimentares

funcionais, melhorando as condi¢cOes de processamento de alimentos e



permitindo a obtencdo de produtos alimentares de alta qualidade, mais
seguros e saudaveis. As nanoparticulas séo dispositivos nanometricos,
geralmente desenvolvidos numa escala inferior a 1000 nm de diametro,
podendo apresentar diferentes morfologias e propriedades a depender do
material utilizado em sua construcdo (Figura 1) (DEBELE; MEKURIA,;
TSAI, 2016; FASOLIN et al., 2019).

Figura 1 - Exemplos de nanoparticulas
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Sistemas de entrega coloidal que podem ser usados para encapsular, proteger e fornecer
ingredientes alimentares funcionais, com a localizacdo mais provavel do composto
bioativo com base em sua hidrofilicidade ou hidrofobicidade. Adaptado de (JOYE;
DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2014).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e biologicas, as
nanoparticulas vém sendo utilizadas com sucesso na encapsulacdo e
liberacdo controlada de compostos bioativos, micronutrientes (por exemplo,
vitaminas e minerais) e nutracéuticos (por exemplo, flavonoides e
carotenoides). O tamanho reduzido das nanoparticulas Ihes confere uma

grande area de superficie e pode contribuir com a bioacessibilidade e com o



aumento da biodisponibilidade desses compostos no organismo. A
bioacessibilidade pode ser definida como o componente do alimento
ingerido que foi digerido, absorvido pelas células do epitélio intestinal e foi
pré-metabolizado no intestino e depois metabolizado pelo figado. Enquanto
que a biodisponibilidade refere-se a fracdo dos nutrientes ou compostos
ingeridos que atingem a circulacdo sistémica e fica disponivel para utilizacdo
nas funcdes fisiologicas normais (FASOLIN et al., 2019; THAKUR et al.,
2020; WOOD, 2005).

1.2 Formacéao de nanoparticulas via auto-organizacao

Proteinas e polissacarideos sdo geralmente usados simultaneamente
pela industria de alimentos com o proposito de melhorar as propriedades
funcionais de produtos alimenticios. Esses biopolimeros auxiliam na
estrutura, textura e estabilidade dos produtos a serem desenvolvidos. A
mistura desses biopolimeros pode promover um sistema de gelificacdo com
diferentes caracteristicas sensoriais a depender das caracteristicas dos
biopolimeros usados e das condi¢bes ambientais de processamento. Assim,
nanoparticulas de polissacarideo/proteina podem ser formadas a partir da
combinacdo de diferentes tipos de biopolimeros (LE; RIOUX; TURGEON,
2017).

A formacdo de nanoparticulas via auto-organizacdo € um metodo
amplamente utilizado para produzir nanoparticulas de biopolimeros a partir
de misturas de proteinas e polissacarideos. Esse método consiste na
formacdo de uma nova estrutura ordenada, através da auto-organizagédo de
cada um dos componentes individuais (atomos, moléculas, coloides e
polimeros) de maneira predefinidas que resultam na auto-organizacao
espontanea desses componentes em uma estrutura de ordem superior. Em

resumo, uma proteina e um polissacarideo i6nico sdo misturados em



condicdes de pH em que possuem cargas opostas, possibilitando uma auto-
organizacédo espontanea dos componentes e permitindo a formacdo de uma
nova estrutura mais complexa que 0s componentes isolados. As
nanoparticulas sd&o comumente obtidas atraves da interacdo eletrostatica
intermolecular de cargas opostas disponiveis, geralmente tém dimensdes na
faixa de nanoescala (10° m), e podem ser usados para encapsular e entregar
diferentes compostos quimicos e moléculas bioativas. (DEBELE;
MEKURIA; TSAI, 2016; JAFARI; MCCLEMENTS, 2017; JIN et al., 2016;
OZIN et al., 2009). Por ser um método onde a formacéo das nanoparticulas
ocorre por interacdo de cargas opostas dos poliions, ndo ha necessidade de
utilizar determinados agentes ligantes (como componentes organicos),
reduzindo assim uma possivel toxicidade e/ou efeitos colaterais dos

reagentes.

1.3 Aplicacdes das nanoparticulas

Biopolimeros naturais, como polissacarideos e proteinas, vém sendo
amplamente utilizados em diferentes areas. As propriedades funcionais
desses biomateriais permitem seu uso na industria alimenticia, farmacéutica
e biomedica. Em virtude dessas propriedades funcionais € possivel usar esses
biomateriais como ingredientes para auxiliar no desenvolvimento de
produtos alimenticios com novas formulagdes e aprimorando parédmetros
relacionados a estabilidade, estrutura, viscoelasticidade, textura e sabor (LI1U
etal., 2012; ZHOU et al., 2016).

A formulacdo de nanoparticulas possibilita melhorar as caracteristicas
funcionais dos biopolimeros nativos. Assim, diversos setores industriais tém
utilizado a nanoencapsulagdo como uma tecnologia promissora,
principalmente para o encapsulamento, protecdo e entrega direcionada de

compostos bioativos, podendo ser util também para controlar a taxa de



liberacdo e entrega direcionada de agente terapéutico (REHMAN et al.,
2019).

O encapsulamento de diversos ingredientes (vitaminas, nutrientes,
minerais, antioxidantes, antimicrobianos, prebioticos e probidticos) tem sido
empregado com o propoésito de melhorar a solubilidade e as caracteristicas
sensoriais (mascarar sabores desagradaveis), preservar a atividade, impedir
reacdes oxidativas ou até melhorar a bioacessibilidade e a biodisponibilidade
de compostos bioativos. Recentemente, a indastria de alimentos vem
investindo consideravelmente no desenvolvimento de alimentos funcionais
enriquecidos com nanoparticulas como uma alternativa tecnologica para o
aumento do valor nutricional dos alimentos ou para a suplementacéo
alimentar (DE SOUZA SIMOES et al., 2017; FASOLIN et al., 2019;
JAFARI; MCCLEMENTS, 2017). A Tabela 1 apresenta algumas das
aplicacdes de nanoparticulas desenvolvidas a partir de biomateriais

empregadas em diferentes areas.
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Tabela 1 - Nanoparticulas de biomateriais e suas aplica¢fes na encapsulacédo
de diferentes compostos.

Nanoparticulas Composto Setor Referéncia
Cloridrato de Curcumina Farmacéutico/ (Ll etal., 2019)
quitosana/ Medicina
Carboximetil-amido
Quitosana- Oleo essencial de Farmacéutico/ (ALMEIDA et
Acido ferdlico Lippia Origanoides Medicina al., 2018)
Kunth
Pectina/ Oleo essencial laranja  Alimenticio/ (KWAN;
Proteina do leite em nanoemulsdo Farmacéutico DAVIDOV-
] PARDO, 2018)
Quitosana- Oleo essencial de Farmacéutico/ (HADIAN et al.,
Acido benzoico alecrim Medicina 2017)
Pectina/ Mesalamina, Farmacéutico/  (NEUFELD;
Quitosana curcumina, Medicina BIANCO-
progesterona PELED, 2017)
Ovabulmina/ Curcumina Farmacéutico/ (FENG et al,
Dextrano Medicina 2016)
Proteina de soja/ Riboflavina Alimenticio/ (JIN et al., 2016)
Dextrano Farmacéutico
Albumina de soro VitaminaC Alimenticio/ (PENG et al,
bovino/Pectina Farmacéutico 2016)
Albumina de soro Doxorrubicina Farmacéutico/ (WANG et al.,
bovino/Quitosana hidroclorada Medicina 2016)
Proteina do ovo/ Curcumina Farmacéutico/ (ZHOU et al.,
Pectina Medicina 2016)
Quitosana/ Oleo essencial de Alimenticio/ (KHALILI et al.,
Acido benzoico tomilho Farmacéutico 2015)
Lisozima/ Metotrexato Farmacéutico/ (Ll etal., 2015)
Carboximetilcelulose Medicina
Lisozima/ Metotrexato Farmacéutico/  (LIN et al., 2015)
Pectina Medicina
B-lactoglobulina/ Acidos graxos Alimenticio/ (ZIMET;

Pectina

poliinsaturados -3

Farmacéutico

LIVNEY, 2009)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.4 Caracterizacdo das nanoparticulas
1.4.1 Tamanho

As propriedades estruturais e morfologicas de nanoparticulas a base
de biopolimeros, como tamanho, indice de polidispersidade e carga
superficial, diferem significativamente dependendo dos materiais e
condicdes de preparacédo utilizados em sua fabricacdo. O pequeno tamanho
e a area de superficie das particulas desempenham um papel crucial porque
influenciam a clareza Optica, estabilidade fisica, propriedades fisico-
quimicas, eficiéncia de encapsulamento, caracteristicas de liberacdo
controlada e atividade biologica de sistemas de nanoparticulas na entrega
controlada de compostos (JOYE; DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS,
2014). Geralmente, esses sistemas nanoparticulados apresentam uma menor
toxicidade quando em relagdo a outras estruturas de maior tamanho
(KHOSA; REDDI; SAHA, 2018).

O Espalhamento dindmico de luz (DLS) é uma técnica tradicional
comumente aplicada para estudar o comportamento de difusdo de
macromoléculas em solucdo na faixa de um Unico nanémetro a alguns
micrémetros. O método ndo é invasivo, requer pequenos volumes de amostra
e fornece caracterizacdo de particulas répida e precisa (reprodutivel)
(STETEFELD; MCKENNA; PATEL, 2016).

O indice de polidispersidade (PDI) é adimensional e usado para
descrever o grau de ndo uniformidade da distribuicdo de tamanho das
particulas. O valor de PDI varia de 0 a 1, onde O refere-se a particulas
homogéneas (monodispersas), ou seja, particulas ndo interagentes entre si e
de tamanhos perfeitamente uniformes, e 1 refere-se a altamente heterogéneas
(polidispersas), ou seja, distribuicdo extensa dos tamanhos das particulas.
Particulas com valores de PDI até 0,05 sdo consideradas altamente

monodispersas. No entanto, particulas com valores de PDI superiores a 0,7
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indicam que a amostra ¢é altamente heterogénea, e a técnica DLS pode nédo
ser adequada para anéalise de amostras polidispersas. Em sistemas baseados
em biopolimeros, valores de PDI até 0,2 sdo considerados aceitaveis e
indicam uma populacdo monodispersa de materiais nanoparticulados
(DANAEI et al., 2018).

1.4.2 Potencial zeta

O potencial zeta ({) representa a carga superficial das nanoparticulas
e pode ser determinado medindo a velocidade da particula se movendo em
uma célula sob a influéncia de um campo elétrico aplicado (mobilidade
eletroforética/eletroacustica) medida por um analisador de potencial zeta.
Geralmente, coloides com alto potencial zeta em mddulo (positivo ou
negativo) proporcionam boa estabilidade. Valores de potencial zeta (|| > 30
mV) sugerem um sistema altamente estavel, sem tendéncia a agregacéo, pois
as forcas eletrostaticas atrativas disponiveis no sistema sdo superadas pelas
forgas repulsivas (BHATTACHARIEE, 2016; KHOSA; REDDI; SAHA,
2018).

Varios fatores podem influenciar as medidas de potencial zeta de
suspensdes, como pH, concentracdo de aditivos e forga i0nica, que afetam
sua estabilidade, principalmente em dispersdes aquosas. Assim, uma curva
de titulacdo do potencial zeta das particulas em dispersdo em fungéo do pH
é frequentemente empregada para determinar o ponto isoelétrico (ou ponto
da somatdria de cargas igual a zero) e a carga superficial sob diferentes
condicbes. Em valores de pH proximos ao ponto isoelétrico, os sistemas
coloidais perdem a estabilidade e se aglomeram ou floculam
(BHATTACHARIJEE, 2016; CLOGSTON; PATRI, 2011; HONARY;
ZAHIR, 2013).
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1.4.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica vantajosa para a
caracterizacéo estrutural de geéis relacionados as interacdes intermoleculares
presentes em biopolimeros. A espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) revela a composicdo dos varios grupos
funcionais que podem ser detectados analisando todo o espectro das
amostras. Além disso, a técnica de FTIR também pode ser utilizada para
explorar as interacfes intra e intermoleculares entre as moléculas de
proteinas, polissacarideos e nanoparticulas a base de biopolimeros
enriquecidos com compostos bioativos (KAROYO; WILSON, 2017;
MOHAN et al., 2016).

1.4.4 Analise térmica

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) permite investigar o
comportamento térmico e as propriedades fisicas de amostras puras, suas
misturas e interagdes com outras substancias em funcdo da temperatura e/ou
tempo de aquecimento. Fundamentalmente, 0 DSC permite a medicdo da
energia absorvida (processo endotérmico) ou liberada (processo exotérmico)
por uma amostra ap0s aquecimento, resfriamento ou manutencao isotérmica
a uma temperatura constante. O DSC tem sido amplamente utilizado para
materiais polimeéricos, pois pode medir facilmente a transicdo de fase térmica
do material. Além disso, o DSC pode ser utilizado para medir diversas
propriedades como temperatura de transi¢do vitrea, temperatura de fusao,
temperatura de desnaturacdo, temperatura de decomposicdo, entalpia de
desdobramento em biomoléculas, entre outras (NEUFELD; BIANCO-
PELED, 2017; ROSALES et al., 2021; ULLAH et al., 2019).
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1.4.5 Morfologia

A analise morfologica das nanoparticulas, em geral, esta relacionada
as caracteristicas externas, como distribuicdo do tamanho dos poros, forma
e morfologia de agregacéo das particulas. Duas técnicas essenciais nesta area
sdo a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica
de transmissdo (MET). Dependendo do poder de resolucdo da MEV (alta
resolug¢ao > 0,4 nm), seu ambiente e a amostra, ¢ possivel medir o tamanho
e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas a partir do tamanho de 1 nm
com excelente visualizacgdo de estruturas simples (VLADAR;
HODOROABA, 2020). A MET tem sido considerada o “padrdo ouro” para
caracterizacdo geral de nanoparticulas. A MET é uma técnica flexivel que
gera imagens na faixa de tamanho de 1 a 100 nm, permitindo determinar as
propriedades fisicas das nanoparticulas (tamanho, forma, topologia de
superficie, estrutura cristalina e morfologia geral), e também fornece
informacdes sobre a morfologia da agregacdo e composi¢do quimica de uma
grande variedade de amostras (MAST et al., 2020).

1.5 Biopolimeros

Biopolimeros séo biomoléculas poliméricas compostas por unidades
monomericas que, atraves de ligacdo covalente, formam macromoléculas. O
prefixo “bio” implica que eles sdo materiais produzidos por organismos
vivos, como plantas, arvores e micro-organismos, ou obtidos sinteticamente
a partir de fontes bioldgicas, como carboidratos, lipideos, proteinas, e
aminoécidos (HERNANDEZ; WILLIAMS; COCHRAN, 2014; MOHAN et
al., 2016).

Os biopolimeros séo classificados em diferentes parametros, sendo 0s
principais relacionados a biodegradabilidade (biodegradavel e néo-

biodegradavel) e as unidades monoméricas. Dependendo da natureza que
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fazem parte de sua composi¢do, os biopolimeros podem ser classificados em
trés grupos: (i) polissacarideos, formados por acucares (ex. celulose, presente
na parede celular das plantas); (ii) proteinas, formados por aminoacidos (ex.
ovalbumina, proteina encontrada na clara do ovo); e (iii) acidos nucléicos,
formados por nucleotideos (ex. DNA, material genetico de um organismo
vivo) (MOHAN et al., 2016).

1.5.1 Pectina

As pectinas sdo heteropolissacarideos complexos naturais compostos
de residuos de poli (4cido a-1-4 galacturénico) com graus variaveis de
metilacdo de residuos de acido carboxilico e acetilacdo, além de uma
variedade de acUcares neutros, como ramnose, galactose e arabinose. Possui
ampla aplicacdo em diversas tecnologias devido a sua utilizacdo como agente
gelificante, emulsificante ou estabilizante e, por sua natureza nao toxica,
biocompativel e biodegradavel, vem sendo utilizado com sucesso em
diversas aplicacGes em industrias, produtos farmacéuticos, nutracéuticos,
administracdo de medicamentos, engenharia de tecidos, embalagens de
alimentos e cosméticos (MINHAS et al., 2016; NOREEN et al., 2017).

Por ser um polissacarideo natural amplamente encontrado na natureza,
a pectina também vem sendo considerada como um biopolimero promissor
na area da nanotecnologia, em micro e nano formulagcdes, atuando como
dispositivo de transporte, entrega e liberacdo controlada de diversos
compostos no organismo e com potencial para auxiliar no tratamento de
diversas patologias incluindo o cancer (POSOCCO et al., 2015). A pectina é
estavel em pH baixo e resistente a proteases e amilases ativas no trato
gastrointestinal superior, sendo amplamente usada na administracdo de

medicamentos especificos do célon. Além disso, em pH mais elevado, ela é
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dissociada, expandida e facilmente metabolizada pela microbiota intestinal
(MINHAS et al., 2016).

Estruturalmente, a pectina € composta por pelo menos 17 tipos
diferentes de monossacarideos, com acido D-galacturébnico como
componente principal, seguido pela D-galactose e L-arabinose. O grau de
esterificacdo (GE) é um termo importante que influencia varias propriedades
da pectina e pode ser definido como a porcentagem do grupo carboxilico
esterificado. Com base no GE, a pectina pode ser classificada como: (i)
pectina de alto teor de metoxilagcao (ATM >50%), e (ii) pectina de baixo teor
de metoxilacdo (BTM >50%). Além disso, o GE varia de acordo com a fonte
de pectina (REHMAN et al., 2019). Portanto, as caracteristicas estruturais da
pectina, provenientes do tipo de planta e condicdo de extracdo empregada,
determinam a sua propriedade funcional e, consequentemente, a sua
aplicabilidade tecnoldgica.

Os principais conjuntos de polissacarideos presentes nas pectinas sao
0s homogalacturonanos (HG), os ramnogalacturonanos do tipo | (RG-I) e os
galacturonanos substituidos (GS), compostos por diversos grupos como
ramnogalacturonanos do tipo Il (RG-Il), xilogalacturonanos (XG) e
apiogalacturonanos (AG) (LECLERE; CUTSEM; MICHIELS, 2013). A

Figura 2 exemplifica a estrutura da pectina.
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Figura 2 - Polissacarideos constituintes da pectina
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HG, homogalacturonano; RGI, ramnogalacturonano do tipo I; RGII, ramnogalacturonano
do tipo Il; XG, xilogalactoronano; e AG, apiogalacturonano. Adaptado de (LECLERE;
CUTSEM; MICHIELS, 2013).

E importante ressaltar que cada pectina apresenta caracteristicas
estruturais diferenciadas, tendo em vista que varios séo os fatores que podem
influenciar na composi¢éo quimica desse biopolimero assim como nas suas
propriedades funcionais. De qualquer modo, por todos os beneficios
supracitados, a pectina se apresenta como biomaterial ideal a ser utilizado
como matriz de micro e nano encapsulacdo de diversos compostos com

potencial de aplicacdo em diferentes areas.
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1.5.2 Lisozima

As lisozimas sdo enzimas com propriedades antimicrobianas,
projetadas para degradar a camada protetora da membrana celular de
bactérias. Elas sdo amplamente encontradas em todo o reino animal, podendo
ser produzidas por virus, bactérias, fungos, plantas, e presente em varios
tecidos e fluidos de aves e mamiferos. A lisozima encontra-se em maior
concentracdo na clara do ovo (3,5%). Essa enzima é responsavel por
hidrolisar a liga¢do B-1,4-glicosidica entre o acido N-acetilmurédmico e N-
acetil-d-glucosamina (componente estrutural encontrado na parede celular
bacteriana) sendo eficaz, principalmente, contra bactérias Gram-positivas
(ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013; AMINLARI; MOHAMMADI
HASHEMI; AMINLARI, 2014; SUN; XIAO; HUANG, 2019).

Estruturalmente a lisozima € formada por um polipeptidio de cadeia
unica contendo 129 residuos de aminoacidos (14,3 kDa), e ponto isoelétrico
(pl) entre 10,5-11. A estrutura tridimensional desta proteina € estabilizada
por quatro pontes de dissulfeto que contribuem para a sua termoestabilidade
(1-100 °C), sendo capaz de resistir a ebulicdo por 1-2 min, e manter a
estabilidade durante os processos de liofilizacdo e secagem térmica. A
lisozima também é capaz de se manter ativa na presenca de solventes e
guando redissolvida em &gua e em uma ampla faixa de pH (de 4 a 10)
(CARRILLO et al., 2014; SILVETTI et al., 2017).

A seguranca e a estabilidade tecnologica da lisozima a torna um
conservante ideal para aplicacbes em alimentos, assim como prolongar a
vida atil dos produtos e aumentar a seguranca dos alimentos. Na industria
alimenticia, por exemplo, ela vem sendo utilizada no processamento de
queijos, com o proposito de acelerar o amadurecimento e prevenir o
crescimento de Clostridium tyrobutyricum, contaminante presente no leite

usado na produgdo de queijo, responsavel pelo “estufamento tardio” e pelos
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sabores desagradaveis. A lisozima também é utilizada para controlar o
crescimento das bactérias do acido lactico no vinho e na cerveja e, mais
recentemente, vem sendo empregada em formulac6es de alimentos infantis
para estimular o sistema imunolégico dos bebés. Os peptideos derivados a
partir dessa proteina também representam uma fonte de principios ativos
com propriedades biotecnoldgicas e promotoras de saude, com propriedades
anti-inflamatoria, anticancer, e analgésica, podendo ser usados como
ingredientes benéficos na formulacdo de alimentos funcionais e
nutracéuticos, possibilitando a sua aplicacdo nas mais diversas areas
(GYAWALLI; IBRAHIM, 2014; SARKAR et al., 2020; SILVETTI et al.,
2017).

1.6 O cancer de célon

O céncer ¢ um termo que se refere, basicamente, as doencas
caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células em um
determinado 6rgédo do corpo humano, prejudicando o seu funcionamento, e
podendo se espalhar para outros 6rgaos (metastase). Atualmente, o cancer €
uma das principais causas de mortalidade no mundo. Apesar de a maioria
dos canceres apresentarem caracteristicas muito diferentes decorrentes,
principalmente, de sua origem genética, ja& foram descritas oito
caracteristicas comuns a maioria dos canceres (Figura 3) (DEBELE;
MEKURIA; TSAI, 2016; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019a; SAITO et al., 2015).
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Figura 3 - Caracteristicas do cancer
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Principais parametros responsaveis por alterar o funcionamento da célula normal e dar
origem ao cancer. Fonte: (SAITO et al., 2015).

O cancer de intestino, também chamado colorretal (c6lon e reto), é
considerado o terceiro cancer mais comum em todo o mundo, e apresentou
uma incidéncia estimada de aproximadamente 1,8 milhdo de novos casos
diagnosticados e indice de mortalidade superior a 880,000 para o0 ano de
2018 (ARAGHI et al., 2019). No Brasil, foi estimada a incidéncia de mais
de 40,000 novos casos anuais de céancer de colon e reto, sendo este
considerado o segundo tipo mais comum no pablico masculino (9,1%) e
feminino (9,2%), atrds apenas de cancer de prostata (29,2%) e mama
feminina (29,7%). E importante salientar que o cancer colorretal vem
aumentando o namero de incidéncia a cada ano, principalmente em paises
emergentes ou em desenvolvimento, em decorréncia de fatores especificos

relacionados ao estilo de vida, incluindo alimentacdo inadequada e obesidade
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(ARAGHI et al., 2019; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019b).

1.6.1 Galectina-3

As galectinas sdo um grupo de proteinas de origem animal da familia
das lectinas com a capacidade de se ligar a (-galactosideos através de
dominios de reconhecimento de carboidratos (DRC) compostos por cerca de
130 aminodcidos. As galectinas podem ser encontradas tanto no meio
intercelular, quanto na superficie celular, como também no meio
extracelular. No interior das células podem ser encontradas no citoplasma,
nas mitocondrias, no nucleo, nos compartimentos endossomais e na parte
interna da membrana plasmatica (VLADOIU; LABRIE; ST-PIERRE, 2014;
YANG; RABINOVICH; LIU, 2008).

Atualmente foram identificados quinze tipos de galectinas nos
mamiferos. De acordo com sua estrutura, as galectinas podem ser
classificadas em trés diferentes grupos: (i) prototipo (Galectinas 1, 2, 5, 7,
10, 11, 13, 14 e 15) que apresenta apenas um DRC; (ii) tandem (Galectinas
4,6, 8,9 e 12) que apresentam dois DRCs unidos por um peptideo ligante; e
(iii) quimera composto apenas pela Galectina-3 (Gal-3), com um tnico DRC
conectado a um dominio N-terminal rico em aminoacidos hidrofilicos,
principalmente prolina e glicina. Além disso, a Gal-3 € a Unica capaz de
formar uma estrutura de pentamero (Figura 4) (RABINOVICH; CROCI,
2012).
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Figura 4 - Membros da familia das galectinas e suas respectivas interacoes.
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Grupo protétipo, com apenas um DRC; grupo tandem, com dois DRCs e um peptideo
ligante; e grupo quimera, com um DRC e um dominio N-terminal rico em prolina, glicina,
alanina e tirosina. Adaptado de SCIACCHITANO et al. (2018).

Nos adultos, a Gal-3 é expressa de forma ubiqua no tecido
hematopoiético, timo, linfonodos, pele, trato respiratorio, trato digestivo,
trato reprodutivo e trato urinario. A expressdo da Gal-3 nos tecidos é
regulada pelo desenvolvimento; é mais abundante durante a embriogénese e
0 desenvolvimento em comparagdo com a vida adulta. Ainda, durante os
estagios iniciais da embriogénese, seu padrdo de expressao é mais especifico,
localizado predominantemente nos epitélios, rins, condrécitos e figado,
demonstrando assim a funcdo dessa proteina no desenvolvimento e
crescimento de determinados 6rgaos (DONG et al., 2018; SUTHAHAR et
al., 2018).

A Gal-3 desempenha papéis importantes na proliferacdo celular,
adesdo, diferenciacdo, angiogénese e apoptose. Além disso, existem
evidéncias crescentes de que a Gal-3 pode atuar como mediadora da
transformacéo, migracéo, invasao e metastase das células tumorais. A Gal-3
pode ser usada como um biomarcador de diagndstico ou prognostico para
certos tipos de doencas cardiacas, renais e cancer. Estudos sugerem cada vez

mais que o nivel da Gal-3 é significativamente elevado nos tecidos
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cancerigenos, indicando que essa proteina pode desempenhar um papel
oncogénico importante no desenvolvimento e progressdo do cancer em
varios tipos de cancer, como cancer colorretal, cancer de ovério, cancer de
pancreas, cancer de mama, carcinoma hepatocelular, cancer de prostata,
cancer de cabeca e pescoco, entre outros (AJANI et al., 2018; DONG et al.,
2018; VLADOIU; LABRIE; ST-PIERRE, 2014; WANG et al., 2018).

O aumento demasiado da expressdo da Gal-3 em células cancerigenas
promove a ativacdo de vias sinalizadoras de maneira inapropriada,
especialmente as vias correspondentes aos receptores de proteinas EGF
(fator de crescimento epidérmico) e TGFpB (fator de transformagdo de
crescimento beta). Com o elevado nivel de Gal-3, diminui-se a capacidade
de apoptose celular, aumentado a chance do processo inflamatério e da
proliferacdo exacerbada de células tumorais. Alem disso, a Gal-3 também
pode modular os receptores VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
e bFGF (fator de crescimento fibroblastico béasico), mediadores da
angiogénese e, consequentemente, promover o crescimento de novos vasos
sanguineos e aumentar as chances de metastases (HU; JIANG; XU, 2012;
MARKOWSKA,; LIU; PANJWANI, 2010; SUTHAHAR et al., 2018).

1.6.2 Lactose

A lactose é um carboidrato dissacarideo encontrado apenas no leite
dos mamiferos (e derivados) e € composto por dois monossacarideos:
galactose e glicose, ligados por uma ligagdo B-1,4-glicosidica (ligacdo beta
entre o carbono 1 da galactose e o carbono 4 da glicose). No setor
alimenticio, a lactose é utilizada como aditivo comercial devido as suas
propriedades de textura e sabor, podendo ser usada em formulagdes de
produtos para lactantes, uso dietético especial, industria de laticinios,

industria de confeitaria, inddstria de panificacdo, misturas preparadas, e
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muitos outros. Além disso, a lactose é um excipiente presente em muitas
formulagbes farmacéuticas como medicamentos e nutracéuticos por
apresentar inimeras propriedades vantajosas como baixo custo, natureza
inerte, seguranca e baixa higroscopicidade (ALTAMIMI et al., 2019;
BURRINGTON, 2007; LOPEZ-PABLOS et al., 2018).

A lactose apresenta duas formas anomeéricas, a a-lactose e a B-lactose.
Essas formas existem como consequéncia de uma mudanca de orientacdo
dos grupos hidrogénio e hidroxila ao redor do centro quiral no carbono C1
da glicose, na forma ciclica da molécula, presente na estrutura da lactose
(Figura 5), fazendo com que as duas formas possuam diferentes propriedades
biolodgicas e tecnologicas (ALTAMIMI et al., 2019; JAWAD et al., 2014).

Figura 5 - Formas anoméricas da lactose

QHOH QHaH

a-lactose f-lactose

Espécies de lactose que existem durante a mutarrotacdo. Adaptado de (ALTAMIMI et
al., 2019).

Estudos prévios demonstraram que agucares de baixo peso molecular
como a B-lactose e a N-Acetil-Lactosamina sdo capazes de interagir e inibir
a Gal-3. No entanto, a administracao desses inibidores naturais por via oral
é um fator limitante, uma vez que no trato gastrointestinal eles serdo
metabolizados (seja por enzimas enddgenas, seja pela microbiota intestinal),
ndo possuindo entdo qualquer possivel efeito anticancer local ou sistémico
caso ingeridos por via oral (DINGS et al., 2018; SUTHAHAR et al., 2018).
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1.6.3 Outros oligossacarideos inibidores de galectina-3

Uma outra maneira de diminuir os efeitos deletérios da alta expresséo
da Gal-3 nas ceélulas é fazer com que o excesso dessa proteina seja inibido
por algum tipo de ligante especifico, evitando que ocorra a interacdo da Gal-
3 extracelular com as células, diminuindo assim os seus efeitos biologicos
de inflamacdo, proliferacdo, adesdo, migracdo e metastase celular. Estudos
demonstraram que a pectina modificada de citros (PMC) de baixo peso
molecular e rica em galactose € capaz de interagir com a Gal-3 extracelular
e, em um sistema de feedback negativo, reduzir os niveis de expressao de
Gal-3 in vivo em camundongos e humanos (SCIACCHITANO et al., 2018).
No entanto, ainda ndo se sabe como e se esse polissacarideo ultrapassa a
membrana citoplasmaética para inibir a Gal-3 intracelular. A Figura 6 ilustra

como a PMC interage e inibe a Gal-3.

Figura 6 - Esquema estrutural da interacdo entre a galectina-3 com agentes
naturais ligantes e com neutralizadores externos

Inibidor de Gal-3

ex.: oligossacarideo (PMC)

Galectina-3 (Gal-3)

Dominio N-terminal ~30 aa ‘
& Prolina, glicina,
alanina e tirosina

~100 aa
Dominio de reconhecimento de S L]
carboidratos ~130 aa :
<
<, _ Ve
NS EN
Natural agente ligante JJ\LIJ_]

da Gal-3, ex.: laminina

Ativagao Inibicao

A proteina da matriz extracelular, laminina, liga-se a Gal-3 e causa sua ativacdo. Em
presenca de agentes ligantes neutralizadores externos, como a pectina modificada de
citros, a Gal-3 sofre mudanga conformacionais e perde a sua atividade. Adaptado de (DE
BOER et al., 2014).
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Portanto, o desenvolvimento de um sistema de carreamento com
componentes presentes nos alimentos, com capacidade de encapsular,
proteger da degradacdo, entregar e liberar de maneira controlada o0s
inibidores de Gal-3 no interior celular, por via endossomal ou alguma outra
via, € uma oportunidade emergente para auxiliar de forma adjuvante no
tratamento do cancer de célon. Nesse contexto, a utilizacdo de nanoparticulas
produzidas a partir de biopolimeros naturais, de baixa toxicidade, com baixo
potencial alergénico, baixo custo, com capacidade de formacéo de gel e que
sejam resistentes a digestdo pelas enzimas humanas do trato gastrointestinal,
é de grande interesse para o desenvolvimento de novos produtos como, por
exemplo, suplementos alimentares para atuarem como adjuvantes ao

tratamento do cancer de célon.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos geral

Desenvolver nanocarreadores de 3-lactose via auto-organizacéo, tendo como
material de base a proteina globular lisozima e o polissacarideo pectina de

citros.

2.2  Objetivos especificos

v’ Estudar o efeito da razdo molar de pectina/lisozima e as condi¢des
operacionais de pH e tratamento térmico utilizados na obtengdo de
nanoparticulas de biopolimeros;

v’ Preparar e caracterizar as nanoparticulas via auto-organizacdo, de
acordo com as melhores condicdes operacionais previamente
determinadas;

v" Investigar a estabilidade das nanoparticulas;

v" Incorporar a 3-lactose nas nanoparticulas e determinar a eficiéncia de
encapsulamento;

v" Realizar ensaios de mediag3o de endocitose in vitro das nanoparticulas
com [-lactose encapsulada, fazendo uso da utilizacdo de células

epiteliais de cancer de colén (HCT-116).



28

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Materiais

Lisozima (MM = 14.3 kDa, pureza > 90%, Lote n® SLBZ2146),
pectina de citros (acido galacturdnico > 74%, lote n° SLBV5461), B-lactose
(MM = 342, anémero a-lactose < 30%, pureza > 99%, lote n° SLBF3695V),
e kit teste para lactose (MAKO017-1KT, lote n°® 4D11K06240) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Luis, USA). Acido cloridrico (HCI, lote n° 17689) e
hidréxido de sodio (NaOH, lote n° 227086) foram adquiridos da Labsynth®
Ltda (S&o Paulo, Brasil). Para a realizacdo do ensaio in vitro com as células
epiteliais de céncer de coldn, as linhagens celulares (HCT-116) foram
obtidas do Banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ, Brasil); meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), meio
essencial minimo Eagle (MEM), penicilina, estreptomicina, tripsina-EDTA,
soro fetal bovino (PBS) e isotiocianato de fluoresceina (FITC) foram
adquiridos comercialmente. Foi utilizado para o experimento agua ultrapura
com condutividade de 6,7 uS/cm (Milli-Q® Direct 16, Germany).

3.2 Caracterizagao da pectina
3.2.1 Medicéo do grau de esterificacdo da pectina

O grau de esterificacdo (GE) da pectina de citros obtida
comercialmente foi determinado por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) (KYOMUGASHO et al., 2015;
MUHAMMAD et al., 2020) com auxilio do software OriginPro V8.5. A
intensidade de transmitancia das bandas situadas em torno de 1740 cm™,
correspondente aos grupos carboxilicos esterificados (C=0) e 1630-1600
cm?, relativa aos grupos carboxilicos livres (COO-) foram usadas para

calcular o GE da pectina dado pela Equacéo 1:
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%GE = GCE/TGC x 100 (Equagdo 1)

Onde:
GCE = Grupos Carboxilicos Esterificados;

TGC = Total de Grupos Carboxilicos (esterificados e livres).

3.3 Preparacédo e caracterizacdo das nanoparticulas

3.3.1 Preparacdo das nanoparticulas de pectina/lisozima via auto-

organizacao

As nanoparticulas de pectina/lisozima foram fabricadas seguindo
métodos relatados em estudos anteriores (LIN et al., 2015; ZHOU et al.,
2018). Para o preparo das solucdes, as amostras de cada biopolimero foram
pesadas usando uma balanca analitica (Shimadzu, AY 220, Filipinas) e as
solugbes foram agitadas com auxilio de um agitador magnético com
aquecimento (Kasvi, K40-1810H, Coreia). O pH das solucdes foi
previamente ajustado com auxilio de um medidor de pH (Akso, AK95,
Brasil). Resumidamente, os biopolimeros, pectina e lisozima, foram
dissolvidos em agua deionizada na concentracdo de 1,0 mg/mL sob agitacéo
magnética moderada constante e em temperatura ambiente. Apés total
dissolucéo dos biopolimeros, o pH de cada disperséao foi ajustado para 7,0
usando solucdo de NaOH ou HCI 0,5 M. As solu¢Ges dos biopolimeros foram
usadas para preparar cinco razdes molares de pectina/lisozima (3:1, 2:1, 1:1,
1:2 e 1:3). As nanoparticulas foram formadas vertendo-se a dispersdo de
pectina na dispersdo de lisozima, a temperatura ambiente, sob agitacdo
magnética moderada (400 rpm) por 1 hora, seguida de aquecimento a 80 °C
em banho-maria. Os efeitos da variagcdo de pH (5,0-10,7) e do tempo de
aquecimento (15, 30, 45, 60 e 75 min) na formacéo das nanoparticulas foram

estudados para determinar a condi¢cdo 6tima de preparo das nanoparticulas.
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As suspensdes resultantes foram armazenadas a 4 °C sem prévia diluicdo ou
filtracdo e/ou liofilizadas para posterior caracterizacédo. A estabilidade fisica
das nanoparticulas formadas sob condi¢cfes de preparo otimizados (razédo de
mistura pectina/lisozima 1:2, pH 10,0, 80 °C, 30 min) foi testada em
diferentes pH (2,0-12,0) a temperatura ambiente por titulagdo com solucéo
de NaOH ou HCI 0,5 M. Foi observada apenas a formacdo de particulas
solGveis para todas as condicOes testadas na preparacdo das nanoparticulas

formadas.

3.3.2 Incorporacio da B-lactose

Para a incorporagdo da B-lactose nas nanoparticulas, 20 mg de B-
lactose em po foram completamente dissolvidos em 2 mL na solugéo estoque
de lisozima (1 mg/mL). A solugdo de B-lactose foi entdo diluida na solugéo
estoque de lisozima de modo a se obter uma concentragdo final de -lactose
nas nanoparticulas de pectina/lisozima de 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300
ug/mL e 400 pg/mL, respectivamente. As nanoparticulas carregadas com [3-
lactose foram formadas a partir da adi¢do da solugédo estoque de pectina (1
mg/mL, pH 7,0) a solucdo de lisozima contendo as concentragdes de -
lactose previamente definidas. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética
moderada (400 rpm) por 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente, o pH
da mistura foi ajustado para 10, seguido de aquecimento a 80 °C e mantida a
agitacdo moderada por mais 30 min. Apds resfriamento do sistema a
temperatura ambiente, o pH da solucdo foi ajustado para 7,4 e as
nanoparticulas foram armazenadas a 4 °C para posterior utilizacdo em
ensaios in vitro em células epiteliais de cancer de célon (HCT-116). O
tamanho das nanoparticulas pouco sofreu altera¢cdo com a incorporagédo de

B-lactose para qualquer uma das condicdes testadas. Assim, a concentracao
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de B-lactose de 400 pg/mL foi selecionada para o preparo das nanoparticulas

de pectina/lisozima encapsuladas com B-lactose.

3.3.3 Eficiéncia de encapsulamento

As solu¢des de nanoparticulas carregadas com [-lactose foram
ultrafiltradas e concentradas com auxilio de ultrafiltro de 10 kDa (MWCO
Amicon) através de centrifugacdo a 1500 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5810
R, Germany), por 30 minutos, a 4 °C. A concentragdo de B-lactose nas
solugdes percoladas foi determinada meio de kit de ELISA especifico para
guantificacdo de lactose e realizada usando um espectrofotdometro
Shimadzu® UV-1800 a 587 nm. A porcentagem de [B-lactose encapsulada
foi calculada a partir da equacdo da reta, obtida por meio de curva de
calibracéo, relacionando a fluorescéncia com a concentragéo (r? = 0,9994).
A seguinte formula foi usada para calcular a porcentagem da eficiéncia de

encapsulamento (EE):

_ Plactose Total — Plactose Livre

EE
Blactose Total

x 100%

Para determinacdo do diametro hidrodindmico, da distribuicdo do
tamanho de particula e da carga superficial das nanoparticulas de
pectina/lisozima encapsuladas com p-lactose concentradas, as amostras
foram previamente diluidas em agua destilada (1 mg/mL) e armazenadas a 4
°C até a medicdo por espalhamento dindmico de luz. Para analises de
espectroscopia, estabilidade térmica e imagens por microscopias, as solucdes
das nanoparticulas de pectina/lisozima, na auséncia e encapsuladas com f-
lactose, preparadas sob condi¢des otimizadas, foram centrifugadas nos
mesmos  parametros  descritos  anteriormente, e  posteriormente
acondicionadas em ultra freezer a -80 °C por 24 h. Em seguida, o concentrado

congelado foi transferido imediatamente para um liofilizador de bancada
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(Terroni, Enterprise |, Brasil) para secagem por 72 h e, finalmente,

armazenado em dessecador com silica de gel até a sua utilizac&o.

3.3.4 Tamanho de particula, distribuicdo de tamanho e potencial zeta

O didmetro hidrodindmico (d.nm), o indice de polidispersividade
(PDI) e o potencial zeta ({) das solug¢des padrao de lisozima e pectina ¢ das
nanoparticulas preparadas, na auséncia e encapsulados com B-lactose, foram
determinados por DLS usando o Zetasizer (Malvern Instruments, Nano-ZS,
Reino Unido) equipado com um laser de helio-neon (He-Ne) em um
comprimento de onda de 632,8 nm. A concentracdo usada para realizar a
analise por DLS dos biopolimeros individuais e das nanoparticulas foi de 1,0
mg/mL sem diluicdo ou ap0s posterior filtracdo adicional, no caso das
encapsuladas com B-lactose nanoparticulas, em pH neutro para as solucgdes
padréo de pectina e lisozima e em mesmo pH de preparo das nanoparticulas
formadas. As medidas foram realizadas a 25 °C com angulo de espalhamento
fixo de 173° (n = 3). O tamanho medio das particulas foi calculado usando a
equacdo de Stokes-Einstein. O potencial zeta foi calculado a partir da
mobilidade eletroforética da amostra utilizando o modelo matematico de
Smoluschwsky. O equipamento utilizado foi gentilmente cedido pela Prof.
Dra. lolanda Midea Cuccovia (do Departamento de Bioguimica, no Instituto

de Quimica - USP) sob supervisdo da aluna de pos-graduacgéo Laura Mortara.

3.3.5 Titulacgao isoelétrica

A dispersdo das nanoparticulas de pectina/lisozima (razdo 1:2, pH 10,
80°C, 30 min) preparadas na presenga de -lactose (400 pg/mL) teve seu pH
ajustado (2,0-13,0) com NaOH e/ou HCI 0,5 M, com auxilio de um titulador

acoplado ao Zetasizer projetado para automatizar a medicao de potencial zeta
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em funcéo do pH. As aferi¢des foram realizadas a temperatura ambiente, em
triplicata, com intervalo entre cada afericdo de aproximadamente 1 minuto.
A analise foi realizada na Central Analitica, no Instituto de Quimica — USP,

pelo técnico responsavel.

3.3.6 Espectroscopia no infravermelho

As transi¢cOes de confirmacdo das amostras secas e liofilizadas de
pectina, lisozima, B-lactose, das nanoparticulas de pectina/lisozima e das
nanoparticulas encapsuladas com [p-lactose preparadas em condicGes
otimizadas, bem como a mistura fisica dessas amostras foram caracterizadas
por FTIR. As analises foram realizadas em um espectrometro FTIR (Bruker,
Alpha, Alemanha) utilizando pastilhas de brometo de potéssio (KBr) e
leitura na faixa de 4000-500 cm™. Os dados foram coletados e interpretados
usando o software OriginPro V8.5. O equipamento utilizado foi gentilmente
cedido pelo técnico especialista do Laboratério de Quimica Supramolecular

e Nanotecnologia, no Instituto de Quimica - USP, Dr. Alceu Totti.

3.3.7 Calorimetria diferencial de varredura

A anélise térmica, por calorimetria diferencial de varredura (DSC),
foi realizada para investigar qualquer diferenca térmica que possivelmente
ocorreu devido as interacbes entre a [-lactose e 0s biopolimeros
encapsulantes. A analise por DSC foi realizada usando um calorimetro (TA
Instruments, Q200, EUA). Aproximadamente 3 mg das amostras secas e
liofilizadas de pectina, lisozima, [-lactose, das nanoparticulas de
pectina/lisozima, e das nanoparticulas encapsuladas com [-lactose,
preparadas em condic¢des otimizadas, foram pesadas em cadinho hermetico
de aluminio, usando uma balanca de precisao (Mettler Toledo, Mx5, EUA).

As amostras foram aquecidas na faixa de 20-250 °C a uma taxa de aumento
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de 10 °C/min e 50 mL/min de nitrogénio como géas de arraste, e um cadinho
vazio e selado foi usado como referéncia. O software Universal V4.5® (TA
Instruments, EUA) foi utilizado para coleta e interpretacdo dos dados. A
analise foi realizada na Central Analitica, no Instituto de Quimica — USP,

pelo técnico responsavel.

3.3.8 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das nanoparticulas foi primeiramente analisada por
microscopia eletrébnica de varredura (MEV). As micrografias das
nanoparticulas de lisozima/pectina e das nanoparticulas encapsuladas com
B-lactose (400 pg/mL) foram geradas por MEV (FEI Quanta 650FEG). Para
iss0, as nanoparticulas, preparadas sob condi¢6es optimizadas e previamente
liofilizadas, foram revestidas com uma camada de platina, visto que esses
materiais ndo séo condutores, através de um metalizador em atmosfera de
argonio e micrografadas via detector de elétrons secundarios com tensdo de
aceleracdo de 5 kV. A magnitude de aumento das imagens variou entre
30,000 e 70,000 vezes. O tamanho médio das particulas observadas nas
micrografias por MEV foi determinado com auxilio do software ImageJ. A
analise foi realizada no Departamento de Engenharia de Minas e de Petréleo

da Escola Politécnica - USP, pelo técnico responsavel.

3.3.9 Microscopia eletronica de transmissao

As dispersdes das nanoparticulas de lisozima/pectina e das
nanoparticulas encapsuladas com pB-lactose (400 pg/mL) preparadas em
condicbes otimizadas foram, posteriormente, analisadas por microscopia
eletronica de transmissdo (MET) (FEI Tecnai G20 200 Kv) com magnitude
de 9,600 e 19,000 vezes. Para o preparo dos grids (rede de cobre 400 mesh

revestido com filme de carbono) aplicou-se o glow discharge, plasma
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formado pela passagem de corrente elétrica através de um gas de baixa
pressao (15 mA, 25 segundos), por meio do instrumento easiGlow (PELCO,
Reino Unido). Enquanto isso, em um para-filme foram pipetados,
separadamente, uma gota de 20 L de amostra, duas gotas de 20 pL de agua
ultrapura Milli-Q e uma gota de 10 pL de acetado de uranila 2%. Em seguida,
com auxilio de uma pinga, aplicou-se o grid sobre a gota com a amostra das
nanoparticulas por aproximadamente 1 min. O excesso de amostra foi
retirado com auxilio de papel macio e o grid acondicionado nas gotas de
agua, sequencialmente, aplicando-o e secando-o. Por fim, o grid foi aplicado
na gota de uranila 2% por cerca de 1 min, secado naturalmente e guardado
até a visualizacdo das amostras em microscopia. O tamanho medio das
particulas observadas nas micrografias por MET foi determinado com
auxilio do software ImageJ. O tempo de equipamento utilizado foi
gentilmente cedido pela Prof. Dra. Cristiane R. Guzzo Carvalho (do
Departamento de Microbiologia, no Instituto de Ciéncias Biomédicas -
USP), sob supervisdo de seu aluno de pos-graduacédo, Gabriel de Aradjo. A

andlise foi realizada pelo técnico responsavel.

3.3.10 Cultura celular

O cultivo e o tratamento celular foram efetuados conforme
recomendacOes da American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas,
VA, EUA). As linhagens celulares (HCT-116) foram tratadas em meio
DMEM (Gibco®, Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA) suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% de penicilina, e 1% de
estreptomicina, em estufa umidificada com uma atmosfera de 5% de CO; a
37°C. Foi feito o monitoramento periodicamente do crescimento das

linhagens celulares, com troca do meio de cultura a cada dois dias. Foi feito
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novo cultivo com a transferéncia das linhagens para novos frascos de cultura

apos as células atingirem 80-90% de confluéncia.

3.3.11 Estudo de captacéo celular in vitro

A captacdo intracelular das nanoparticulas encapsuladas com B-lactose (400
pug/mL) foi estudada in vitro usando células HCT-116 e visualizadas por
microscopia optica. A dispersdo das nanoparticulas foi marcada com FITC
500 pg/mL, previamente preparado em tampéo carbonato pH 9,6, buscando
atingir a concentracéo final de 2 pg/mL, sob agitacdo moderada por 1 h na
auséncia de luz a 25 °C. Posteriormente, as nanoparticulas foram
centrifugadas em ultrafiltro (10 kDa) a 1500 rpm por 30 min a fim de
remover 0 FITC que ndo reagiu e estava em excesso (LI et al., 2015). Para
geracdo de imagens epi fluorescentes, cerca de 10° células foram cultivadas
em placas de fundo de vidro com 1 mL de meio de crescimento e incubadas
a 37 ° C por 24 h. O meio de cultura foi substituido por meio fresco contendo
as nanoparticulas marcadas com FITC em diferentes grupos (6 h, 12 he 24
h). Apos a conclusdo do tratamento, as células foram lavadas com PBS e
levadas para observacdo de imagens epi fluorescentes em microscopio
invertido (Nikon Eclipse Ts2-FL). Filtros de FITC (ExX/Em 495/519 nm)

foram usados para capturar imagens de coloracédo verde.

3.3.12Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £ desvio padrdo. A
analise de variancia unidirecional (ANOVA) foi conduzida com o teste de
comparacdo multipla de Tukey para determinar a diferenca significativa

entre as amostras. O valor do nivel de significancia (p) foi fixado em 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Grau de esterificacao da pectina

A determinacdo do grau de esterificacdo da amostra de pectina de
citros obtida comercialmente foi realizada por meio da integracéo das bandas
caracteristicas dos grupos carboxilicos esterificados (COOR) e grupos
carboxilicos livres (COO") dispostos no espectro de FTIR (Figura 7),

utilizando-se a Equacéo 1 descrita no procedimento experimental.

Figura 7 - Grau de esterificacdo da pectina
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Bandas de transmiténcia utilizadas para o calculo do GE da amostra de pectina. Fonte:
Elaborada pelo autor.

A porcentagem do GE encontrado para a amostra de pectina comercial
de citros foi de aproximadamente 30%, indicando que é uma pectina de baixo
teor de metoxilagdo (GE < 50%). Portanto, a molécula dispde de um maior
namero de grupos carboxilicos livres quando comparado a pectina de alto

teor de metoxilagdo (GE > 50%), 0 que sugere que ela possui mais sitios
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reativos por unidade de comprimento e pode ser necessaria uma propor¢ao
de mistura diferente ou uma concentragdo mais elevada de outras
macromoléculas para promover interacdes eletrostaticas mais fortes (LE;
RIOUX; TURGEON, 2017).

No trabalho de (LIN et al., 2015), a interacéo entre 0s grupos de acidos
carboxilicos ionizados da pectina com os grupos amina da lisozima, em pH
neutro, ocorreu narazdo molar 1:1. No entanto, a pectina utilizada era de alto
grau de esterificacdo (GE 72-76%). Portanto, para o presente trabalho é
esperado uma maior razdo molar de lisozima em relacéo a pectina, de modo
gue seja favorecida uma maior interacdo eletrostatica entre as cargas
negativas da pectina e as positivas da lisozima, em determinado pH, e a
consequente formacdo de nanoparticulas de pectina/lisozima de melhor

biocompatibilidade e resposta a variacdo de pH do meio.

4.2  Otimizacéo da preparacdo das nanoparticulas

A lisozima apresenta cargas positivas abaixo de seu pl (pH < 10,7),
enquanto a pectina dispde de cargas negativas em uma ampla faixa de pH (~
2,0-12,0). O pH 7 foi considerado como uma regido intermediaria contendo
uma maior disponibilidade de cargas positivas e negativas, relativamente
Importantes na promocdo de interacOes eletrostaticas entre esses
biopolimeros (AMARA et al., 2016; LIN et al., 2015). Portanto, e esperado
que os segmentos de grupos amina (NH®") carregados positivamente
presentes nas moléculas da lisozima interajam com os segmentos carregados
negativamente das moléculas da pectina, em especial o grupo carboxilato
(COO"), responsaveis por promover a interacdo intermolecular entre pectina
e lisozima (principalmente interacdes do tipo eletrostaticas). O processo de
aquecimento acima da temperatura de desnaturacéo térmica da proteina pode

também romper as ligacdes dissulfeto (S-S) possibilitando novas interacdes
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intermoleculares covalentes (dissulfeto) e ndo-covalentes (interacGes
hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interacOes eletrostaticas) entre
macromoléculas, favorecendo a formacdo esférica de nanoparticulas de
pectina/lisozima (MUNIALO; EUSTON; DE JONGH, 2018).

A Figura 8 mostra a influéncia da razdo molar de pectina/lisozima
(3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 1:3) em relacdo ao tamanho de particula e ao PDI das
nanoparticulas encapsuladas em pH 7, a 80 °C por 30 min. Em relacéo as
diferentes razdes molares estudadas, foi observada uma diminui¢do no
tamanho de particulas de maneira gradativa até atingir o valor minimo na
razdo 1:2, sugerindo uma maior interacdo entre as moléculas de lisozima e
as moléculas de pectina. Na razdo 1:3, onde a lisozima esta em uma maior
guantidade, as particulas apresentaram valores maximo de tamanho,
provavelmente devido a maior densidade de cargas positivas da lisozima que
estavam disponiveis no sistema, levando a formacao de agregados devido a
auto associacdo da proteina livre. Assim, a razdo molar de pectina/lisozima
foi ajustada em 1:2 para obter uma distribuicdo de tamanho otimizada e um
menor valor de PDI. As nanoparticulas formadas apresentaram tamanho de
particulas relativamente pequeno, que pode ser atribuido a alta densidade de
carga negativa, responsavel por promover a estabilidade coloidal e evitar a

agregacao das particulas em disperséo.
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Figura 8 - Influéncia da razdo molar de pectina/lisozima no tamanho de
particula e PDI
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Nanoparticulas produzidas via auto-organizacdo em funcdo da razdo molar de

pectina/lisozima: 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, e 1:3 (pH 7, 80 °C, 30 min). Fonte: Elaborado pelo
autor.

A Figura 9 mostra a influéncia do pH em relacdo ao tamanho de
particula e ao PDI das nanoparticulas de pectina/lisozima preparadas (razao
1:2,80°C, 30 min). Em pH 10, as particulas apresentaram menor tamanho e
menor valor de PDI devido a associa¢do mais significativa da interacdo entre
pectina e lisozima na formacdo das nanoparticulas durante o processo de
aquecimento. Na faixa de pH 7-10, a desprotonacdo dos grupos carboxilicos
da pectina, causada pelo aumento do pH, supera a protonagdo da lisozima,
promovendo o aumento dos valores negativos do potencial zeta e a
consequente repulsao eletrostatica entre as particulas, impedindo a formacéo
de grandes agregados (ROSALES et al., 2021). Por outro lado, em pH 10,7,
o tamanho médio das particulas aumentou ligeiramente, provavelmente
devido & auto agregacéo da lisozima. A medida que o pH caiu de 10 para 5,
o tamanho médio e o PDI das particulas apresentaram valores elevados,

evidenciando a presenca de grandes agregados que permaneceram ou foram
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formados apos o aquecimento. Portanto, o pH 10 foi escolhido como valor

de pH ideal para formacéo das nanoparticulas de pectina/lisozima.

Figura 9 - Influéncia do pH no tamanho de particula e PDI
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Nanoparticulas de pectina/lisozima (razdo 1:2, 80 °C, 30 min) produzidos via auto-
organizagdo em fungdo do pH. Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 10 mostra a influéncia do tempo de aquecimento (15, 30, 45,
60, 75 min) em relacdo ao tamanho de particula e ao PDI das nanoparticulas
de pectina/lisozima formadas na razédo molar 1:2, 80 °C por 30 min em pH
10, e esse efeito foi semelhante para todas as raz6es molares testadas.
Durante o processo de aquecimento, o tamanho e os valores de PDI das
particulas ndo se alteraram. No entanto, o tempo de aquecimento de 30 min
foi selecionado para a preparacdo das nanoparticulas por ndo ser um
tratamento térmico extensivo. Ainda, o periodo de aquecimento foi
suficiente para promover o desdobramento parcial da proteina, o que resultou
na exposicdo de seus residuos apolares, levando a formacdo de
nanoparticulas ndo covalentes com fracGes pécticas ndo esterificadas. Esses

resultados estdo de acordo quando comparados com a literatura (AMARA et
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al., 2016; CHANG; LI, 2002; LI et al., 2015; LIN et al., 2015; ZHU et al.,
2013).

Figura 10 - Influéncia do tempo de aquecimento no tamanho de particula e

PDI
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Nanoparticulas de pectina/lisozima (razdo 1:2, pH 10, 80 °C) produzidos via auto-
organizagdo em funcéo da variacdo da temperatura. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Avaliacdo do tamanho de particula, indice de polidispersividade e

potencial zeta

Os valores de particula, indice de polidispersividade (PDI) e potencial
zeta para as nanoparticulas produzidas, a partir da interacdo eletrostatica
entre pectina/lisozima de diferente razdo molar (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, e 1:3),
formados em pH 10 a 80 °C por 30 min, estdo apresentados na Tabela 2. As
nanoparticulas formadas apresentaram distribui¢cdo de tamanho unimodal
(distribuicdo de tamanho de particulas com valores mais frequentes e
formacdo de um dnico pico claro e estreito representando essa distribuicao)
e sem presenca de agregados visiveis. Deve-se observar ainda que a maior

concentracdo de pectina apresentou potencial zeta mais negativo, porém
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resultou em maior tamanho médio de particula e maior valor de PDI. Assim,
a razdo molar pectina/lisozima 1:2 evidenciou menores valores de tamanho
e PDI, levando a valores negativos do potencial zeta e a consequente
repulsdo eletrostatica entre as particulas, evitando a agregacdo e a
sedimentacéo.

O potencial zeta representa a carga superficial das particulas.
Particulas com valores superiores a £30 mV sdo tipicamente consideradas
estaveis devido a repulsdo das particulas, diminuindo sua tendéncia a
agregacdo e/ou sedimentacdo (BHATTACHARJEE, 2016; KHOSA;
REDDI; SAHA, 2018). Conforme observado na Tabela 2, uma maior
concentracdo molar de pectina resultou em um potencial zeta mais negativo,
assim como em um maior aumento no tamanho médio das nanoparticulas e
em um maior valor de PDI. A partir do grau de esterificacdo da pectina,
determinado por FTIR, foi possivel calcular a razdo de carga molar entre a
pectina e a lisozima (ANTONOV et al., 2019). As razdes de carga molar
calculadas [relagdo pectina/lisozima, K(—/+)] apresentados na Tabela 2
corroboram com o que foi observado para os valores de potencial zeta. Uma
razdo de carga molar préxima a 1 poderia retornar uma agregacdo das
nanoparticulas devido a atracdo eletrostatica. As razdes de carga molar
negativa com valores de potencial zeta negativos indicam as possiveis

estabilidades coloidais para todas as razdes estudadas.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos componentes isolados e das nanoparticulas,
em meio aquoso (1,0 mg/mL), com diferentes razGes molares de
pectina/lisozima (pH 10, 80 °C, 30 min).

Biopolimeros  Tamanho (nm) PDI ¢ (mV) Carga molar
Pectina 600.40 + 11.55 0.24 £0.01 -43.87+£0.75 - 1,098
Lisozima 177.50 £ 15.21 0.15+0.01 +7.14+£0.48 +14
3:1 138,97 + 4,56° 0,37 £0,05*  -44,87 +1,48° - 244
2:1 119,10 £ 1,44°¢ 0,35+0,03*  -41,88+1,76¢ - 163
1:1 96,01 +2,29¢ 0,25+0,01° -35,85+2,79° -81
1:2 81,20 £0,34¢ 0,15+0,01¢ -29,70 +£0,53" -41
1:3 174,60 + 8,362 0,12 £0,02¢ - 26,65 + 0,982 - 27

* As solucbes de pectina e lisozima (1 mg/mL) foram medidas em pH neutro sem
aquecimento.

** Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. O valor compartilhando
diferentes letras sobrescritas na mesma coluna foram estatisticamente diferentes em p <
0,05 (n=3). Fonte: Elaborado pelo autor.

No trabalho do nosso grupo publicado, relatamos a viabilidade no
preparo das nanoparticulas de lisozima/pectina via auto-organizacdo, por
outro tipo de metodologia, que foram aplicados com sucesso no
encapsulamento de antocianinas com interacGes do tipo eletrostaticas. As
nanoparticulas ofereceram a possibilidade de associar antocianinas de amora
(Rubus spp.) com eficiéncia de encapsulamento de 73,3% ap0és a otimizacao
do preparo. A metodologia de superficie de resposta (RSM) foi conduzida
para estudar a relacdo entre a preparacdo e a otimizacdo dos parametros e
confirmou a razdo molar pectina/lisozima 1:2 como condi¢do ideal de

preparacdo das nanoparticulas (ROSALES et al., 2021).
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4.4  Estimativa da porcentagem de eficiéncia de encapsulamento da -

lactose

Os valores de tamanho de particula, PDI e potencial zeta, bem como
os valores percentuais de eficiéncia de encapsulamento (EE) de diferentes
concentragoes de B-lactose (100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/ mL e 400
pug/mL) para as nanoparticulas de pectina/lisozima preparados via auto-
organizacao (razao 1:2, pH 10, 80 °C, 30 min) sao apresentados na Tabela 3.
A EE de B-lactose alcancado foi superior a 96%, indicando que o método é
eficiente o suficiente para preparar nanoparticulas com pouca perda de
materiais. Além disso, o tamanho das particulas ndo alterou de forma
significativa com a incorporagao de 3-lactose mesmo em concentragdes mais
elevadas. Portanto, a maior concentracdo (400 pug/mL) de B-lactose estudada
foi escolhida como sendo a ideal para preparar as nanoparticulas exatamente
devido a encapsular uma maior quantidade de B-lactose sem prejuizos as

caracteristicas das nanoporticulas.

Tabela 3 - Caracteristicas das nanoparticulas de pectina/lisozima
encapsulados com B-lactose (pH 10, 80 °C, 30 min), em meio aquoso (1,0
mg/mL), com diferentes concentracdes de -lactose.

Tamanho
B-lactose (ug/mL)2  EE (%)° PDI® ¢ (mV)°
(nm)°
100 97,97 £ 0,12 83,27 £ 3,30 0,14+0,01 -31,87+253
200 96,77 £ 0,83 81,78 £ 2,68 0,150,001 -30,75+1,24
300 96,20 = 0,10 95,13 + 6,56 0,18+0,02 -3147+1,31
400 96,47 £ 0,31 84,71 + 3,15 0,16 +£0,01 -31,40%296

2 Concentragdo de B-lactose nas nanoparticulas. ® (B-lactose encapsulada/total de B-
lactose) x 100% determinado por espectrometria UV. ¢ Tamanho, PDI e potencial zeta
determinados por DLS. Os dados foram expressos como média + desvio padrao (n = 3).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.1 Tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho (nm) de particulas das solucdes estoque da
pectina, da lisozima, das nanoparticulas sem p-lactose e das nanoparticulas
encapsuladas com p-lactose (400 pg/mL), foi determinada por DLS e
encontra-se disponivel na Figura 11. Os perfis de intensidade em funcdo do
tamanho de particula de cada uma das amostras foram analisados a
temperatura ambiente em pH neutro para 0os compostos isolados e em pH de
preparo otimizado para as nanoparticulas. A pectina (Figura 11A) apresentou
um dnico pico, com tamanho médio de 600,4 nm + 11,55, e PDI de 0,238 +
0,005, que foi atribuido ao tamanho do polissacarideo isolado, visto que ndo
houve a presenca de demais picos. A auséncia de outros picos sugere uma
amostra livre de impurezas e sem evidéncia de auto agregacao nessa faixa de
pH. A Figura 11B refere-se a distribuicdo de tamanho da lisozima. A amostra
da lisozima também apresentou um pico unitario com tamanho médio de
177,5 nm = 15,21 e PDI de 0,153 £ 0,004. Assim como para a pectina, a
presenca do pico unimodal para a lisozima foi atribuido ao tamanho da
proteina isolada, sem sinais de autoagregacdo e/ou de impurezas na amostra.
A dispersdo das nanoparticulas de pectina/lisozima (razdo 1:2, pH 10, 80 °C,
30 min) (Figura 11C) ndo apresentou valores de tamanho correspondentes as
solugbes de pectina e lisozima isolados. No entanto, assim como aqueles,
também apresentou um pico unico com tamanho medio de 93,73 £ 0,59. O
PDI apresentou um valor de 0,145 + 0,001, sugerindo uma distribuicdo de
tamanho de particulas monodispersa e com elevada homogeneidade. O valor
obtido atribuido ao tamanho das particulas € bem inferior ao encontrado para
ambos os biopolimeros isolados. Dessa maneira, € possivel sugerir que, nas
condicOes analisadas, foi possivel a interacdo entre pectina e lisozima na
formacdo de um novo biomaterial. A Figura 11D refere-se a dispersdo das

nanoparticulas encapsuladas com p-lactose (400 pg/mL) e apresentou
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valores similares aos obtidos para as amostras de nanoparticulas sem [-
lactose, com a presenca de um Unico pico de tamanho médio de 93,76 £ 0,145
nm, e PDI de 0,139 + 0,002. Esses dados sugerem que a presenga da [3-lactose
ndo influenciou de modo significativo na interacdo entre a pectina e a
lisozima durante o processo de formacdo das nanoparticulas contribuindo
para a manutencdo da estabilidade e das caracteristicas fisicas das

nanoparticulas.

Figura 11 - Distribuicdo do tamanho pela intensidade
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Tamanho de particula em pH neutro da (A) pectina e (B) lisozima, e (C) nanoparticulas
de pectina/lisozima e (D) nanoparticulas encapsuladas com B-lactose (400 pg/mL) (1:2,
pH 10, 80 °C, 30 min). Fonte: Elaborado pelo autor.
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4,5 Estabilidade fisica das nanoparticulas

O potencial zeta foi realizado para caracterizar a densidade de carga
das nanoparticulas de pectina/lisozima (razéo 1:2, pH 10, 80 °C, 30 min) por
titulacdo em diferentes faixas de pH (2-12) com o potencial zeta sendo
analisado simultaneamente, e os resultados sdo apresentados na Figura 12. A
medida que o pH aumentou, a carga superficial das particulas mudou de
positiva para negativa a partir do pH 3 (valor de pH em que as particulas se
encontraram eletricamente neutras) e que foi correlacionado ao pKa da
pectina. Na regido de pH 3-6, a densidade de carga negativa aumentou
significativamente, decorrente do inicio da ionizacdo dos grupos
carboxilicos da pectina. Na faixa de pH 6-12, maiores valores absoluto de
potencial zeta foram obtidos (|| >30 mV). Esse aumento da carga negativa
foi atribuido a desprotonacgéo dos grupos carboxilicos presentes na superficie
das moléculas de pectina, devido ao aumento do pH, e que supera a
protonacdo da lisozima e evidencia uma regido de formacdo de
nanoparticulas estavel a agregacéo e previne a sedimentacdo (ROSALES et
al., 2021).
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Figura 12 - Curva de titulacdo isoelétrica das nanoparticulas

10+
E 0 T T 1
- 10 12 14
T -10-
N
S
S -20-
c
g
o - -
g 30 ]

Nanoparticulas
-40- carregadas com B-lactose

Efeito do pH final no potencial zeta das nanoparticulas encapsuladas com fB-lactose (400
pg/mL) formadas pelo aquecimento da mistura de pectina/lisozima (1:2, pH 10, 80°C, 30
min). Fonte: Elaborado pelo autor.

Os biopolimeros pectina e lisozima podem interagir formando um
complexo idnico, principalmente em meio basico pH 10, onde ocorre maior
interagdo entre os grupos carboxilicos ionizados da pectina (pKa ~2,9-3,2) e
0S grupos amino ionizados presentes na lisozima (pI ~10,0-11,0), resultando
na formacéo de nanoparticulas de pectina/lisozima de menor tamanho. Além
disso, é possivel inferir, a partir dos valores negativos de potencial zeta, que
a formacdo dessas nanoparticulas disp6e de um nucleo constituido pela
proteina  lisozima e revestido pelo  polissacarideo  pectina
(MOHAMMADIAN et al., 2020).

4.6  Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

O estudo de espectroscopia por FTIR foi utilizado para investigar a
presenca de grupos funcionais caracteristicos assim como auxiliar na
compreensdo do processo de interagdo intermolecular entre a B-lactose e os

biopolimeros utilizados na formulacdo das nanoparticulas de



50

pectina/lisozima (Figura 13). O espectro de FTIR da amostra comercial de
pectina (Figura 13A) foi caracterizado a partir da banda em torno de 3442
cm? atribuido ao estiramento O—H dos grupos hidroxila e a forte ligagdo de
hidrogénio. A banda em 2923 cm refere-se as vibracdes C—H da cadeia de
hidrocarbonetos. As duas regides de maior interesse para a pectina em 1750
cm? e 1636 cm™ correspondem aos grupos éster carbonila (C=0) néo
ionizado e a banda de estiramento de ions carboxilato (COO-),
respectivamente. Outras bandas de transmitancia com padrdes de intensidade
moderada observadas abaixo de 1500 cm™ sdo geralmente dificeis de
interpretar porque muitos modos de vibracdo complexos se sobrepdem nessa
regidfo (BHUYAN et al., 2018; MA et al., 2020; NEUFELD; BIANCO-
PELED, 2017). Para a amostra de lisozima (Figura 13B), a regido do
espectro de FTIR que esta associado com a estrutura da proteina refere-se ao
estiramento do grupo C=0O (presente em amida primaria) em
aproximadamente 1656 cm™. Uma segunda banda, em cerca de 1538 cm™, é
atribuida a uma combinacéo da banda de estiramento C—N com uma banda
de vibracdo N-H presente em amidas secundarias. Ainda relacionado as
amidas secundarias, é evidenciado na regido de 3306 cm™ uma banda de
estiramento N-H (SUN; XIAO; HUANG, 2019). O espectro de FTIR das
nanoparticulas de pectina/lisozima (Figura 13C) revelou estruturas
semelhantes, mas com intensidades menores, quando comparados aos
espectros da pectina e da lisozima isolados, na regido de 1500 e 1700 cm™,
correspondentes as amidas | e 1l e aos grupos carbonila e carboxila livre,
assim como o estiramento dos grupos N-H e O—H. Os picos atribuidos aos
grupos carboxilicos da pectina na regido de 1630-1750 cm™ desapareceram
ou se fundiram com a banda da amida I da lisozima, apresentando um Unico
pico em 1650 cm™. A reducéo na intensidade da banda referente a amida II,
presente na lisozima em 1536 cm?, indicam uma desnaturacédo parcial da

proteina, levando a interacdes hidrofobicas induzidas pelo aguecimento
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(ZHOU et al., 2016). Esses dados sugerem que a formacdo das
nanoparticulas ocorreu por meio de ligag6es ndo covalentes, como interagfes
eletrostaticas, entre grupos carboxilicos da pectina e grupos amino da
lisozima. Além disso, a reducdo na intensidade da banda da lisozima e o
deslocamento dos grupos O-H, de 3442 para 3423 cm?, indica que a
formacdo das nanoparticulas foi influenciada tanto por interacdes
eletrostaticas quanto por ligacdes de hidrogénio entre os grupos O—H da
pectina e grupamento N-H da lisozima (LI et al., 2017; SANTOS; DE
CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2018). As bandas de transmitancia
caracteristicas da estrutura da B-lactose (Figura 13D) mostraram uma banda
larga encontrada na faixa de 3600-3200 cm correspondente a vibracgéo de
estiramento simétrico O—H dos grupos hidroxila. O pico em 3000-2800 cm
1 ¢ caracteristico do estiramento C—H presente nas configuracdes de
galactose e glicose. As vibragbes dos grupos C—H, O-H e CH2 séao
encontradas na faixa de 1600-1200 cm™. A banda em 1200-1070 cm™ é
atribuida a vibracéo de flexdo da ligacdo glicosidica (C—O-C). O pico em
1142-953 cm™t é atribuido a vibragcdo de estiramento do grupo C-O da
ligacdo glicosidica. As vibracdes de deformacdo da ligacdo glicosidica sdo
geralmente encontradas na faixa de 633-477 cm™* (LOPEZ-PABLOS et al.,
2018). As nanoparticulas encapsuladas com p-lactose (400 pg/mL)
apresentaram padrdo semelhante ao observado pelo espectro de FTIR
referente a formulacdo das nanoparticulas de pectina/lisozima sem B-lactose
(Figura 13E). Essa evidéncia sugere que a B-lactose, provavelmente, esta
incorporada no interior das nanoparticulas e ndo adsorvida na superficie,
uma vez que Sseus picos caracteristicos ndo sdo evidenciados ou estdo
cobertos pelas outras bandas das demais amostras (DUTTA et al., 2019). O
espectro FTIR da mistura fisica de pectina e lisozima (Figura 13F) parece
ser a superposicdo de ambos os compostos, quando comparados com as

amostras isoladas, porém com menor intensidade. Portanto, ndo fornece
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evidéncia direta de interacdes entre os dois biopolimeros. No espectro FTIR
da mistura fisica de pectina, lisozima e p-lactose (Figura 13G), ndo foram
observadas diferencas significativas nas localizagcdes dos picos. As bandas
caracteristicas da B-lactose foram semelhantes as observadas para a amostra
pura, sugerindo ndo haver evidéncias de interacdes da B-lactose com os

demais compostos.

Figura 13 - Espectros de FTIR dos compostos isolados e das nanoparticulas
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Espectros de FTIR das amostras liofilizadas (A) pectina, (B) lisozima, (C) nanoparticulas
de pectina/lisozima, (D) B-lactose, e (E) nanoparticulas encapsuladas com B-lactose (400
pug/mL), (F) mistura fisica de pectina e lisozima, (G) mistura fisica de pectina, lisozima e
B-lactose. As nanoparticulas foram preparadas sob condi¢fes otimizadas (1:2, pH 10,
80°C, 30 min). Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7 Analise térmica

Os termogramas obtidos por DSC dos compostos puros, assim como
para as nanoparticulas de pectina/lisozima, na auséncia e encapsulados com
B-lactose (400 pg/m), ajudaram a investigar as interagdes entre B-lactose e
os biopolimeros (Figura 14). A curva calorimétrica da pectina (Figura 14A)
apresentou um pico inicial em 139 °C, que pode estar associado a
temperatura de transicao vitrea (Tg). O pico endotérmico agudo em 158 °C
pode estar associado ao seu ponto de fusdo intrinseco (Tm). Também revelou
um pico exotérmico em torno de 205°C, que corresponde a decomposicao
das cadeias poliméricas (MUHAMMAD et al., 2020; NEUFELD; BIANCO-
PELED, 2017; ULLAH et al., 2019). O termograma da lisozima (Figura
14B) apresentou um pico endotérmico em 125 °C, que pode estar associado
ao processo de desnaturacdo da proteina. Na faixa de 150-170 °C, o segundo
estagio pode ser correlacionado com a decomposicdo endotérmica da fase
liquida da amostra. O termograma da B-lactose (Figura 14C) é caracterizado
por um pico endotérmico em torno de 135 °C, caracteristico da desidratacéo
do mondémero a-lactose que também estava presente na amostra de lactose,
seguido de um pico endotérmico agudo em 231 °C, que corresponde ao seu
ponto de fusdo intrinseco, acompanhado de um fenémeno exotérmico
relacionado & decomposicdo do composto (ALTAMIMI et al., 2019). E
importante ressaltar que o termograma confirma que a B-lactose nédo sofre
decomposicdo por aquecimento a 80 °C durante a preparacdo das
nanoparticulas. O termograma das nanoparticulas de pectina/lisozima
(Figura 14D), mostrou que o pico endotérmico da lisozima desapareceu,
indicando que a proteina interagiu com as cadeias da pectina e sugerindo que
um novo biopolimero foi formado com um padréo diferente dos compostos
isolados. As nanoparticulas apresentaram um pico endotérmico a 145 °C,

que pode ser atribuido ao ponto de fusdo do produto recém-desenvolvido
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tendo uma temperatura de desnaturacao intermediaria entre a temperatura
dos dois biopolimeros utilizados na preparagdo. Além disso, a entalpia de
fusdo (AHm) das nanoparticulas (10,58 J/g) foi maior que a da pectina (8,63
J/g) e lisozima (7,63 J/g), 0 que sugere uma interacdo entre esses
biopolimeros. No caso das nanoparticulas encapsuladas com p-lactose (400
ug/mL) (Figura 14E), um pico endotérmico é visivel em torno de 170 °C,
gue pode ser atribuido a temperatura de fusao intrinseca do produto formado,
e com um aumento do valor de AHm comparado as nanoparticulas sem f-
lactose (12,58 J/g). Esse maior aumento no ponto de fusdo € um indicativo
de que a B-lactose foi incorporada com sucesso nas nanoparticulas e que este,
por sua vez, apresenta uma maior estabilidade térmica em relacdo as
nanoparticulas de pectina/lisozima fabricados na auséncia de [-lactose.
Esses resultados estdo de acordo quando comparados com a literatura
(SANTOS; DE CARVALHO; GARCIA-ROJAS, 2018; ULLAH et al.,
2019).
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Figura 14 - Termogramas dos compostos isolados e das nanoparticulas
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Termogramas de: (A) pectina, (B) lisozima, (C) nanoparticulas de pectina/lisozima (D)
B-lactose, e (E) nanoparticulas encapsuladas com p-lactose (400 pg/mL). Fonte:
Elaborado pelo autor.

4.8 Analise da morfologia das nanoparticulas

A morfologia de superficie das nanoparticulas foi observada por
microscopias eletrénicas de varredura (MEV) e de transmissdo (MET),
conforme apresentado nas Figuras 15 e 16, respectivamente. Pode-se notar

que a estrutura superficial das nanoparticulas de pectina/lisozima (Figura
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15A) e das nanoparticulas encapsuladas com [-lactose (Figura 15B)
visualizadas por MEV, para amostras previamente liofilizadas, mostrou uma
abundéncia de nanoparticulas agregadas e compactas, no entanto, ainda sim
é possivel observar nanoparticulas em formato esférico e superficie lisa. Esse
fendmeno de agregacao foi atribuido ao processo de secagem. A medida que
a evaporacao do liquido prossegue, a agregacdo acontece devido ao aumento
da concentracédo das particulas. A partir das imagens geradas por MET, as
nanoparticulas de pectina/lisozima (Figura 16A) e as nanoparticulas
encapsuladas com [B-lactose (Figura 16B), desidratadas pelo processo de
secagem a temperatura ambiente, evidenciaram nanoparticulas mais
dispersas e levemente irregulares, o que pode ter ocorrido durante o processo
de secagem, mas de aparéncia esférica e com uma superficie relativamente

lisa.



Figura 15 - MEV das nanoparticulas liofilizadas
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Micrografias de (A) nanoparticulas de pectina/lisozima e (B) nanoparticulas encapsuladas
com p-lactose (400 pg/mL) com magnitude de 70,000x preparados sob condig¢Oes
otimizadas (razdo 1:2, pH 10, 80 °C, 30 min). Fonte: Elaborado pelo autor.




58

Figura 16 - MET das nanoparticulas secas a temperatura ambiente

EH AR

Micrografias de (A) nanoparticulas de pectina/lisozima e (B) nanoparticulas encapsuladas
com [-lactose (400 pg/mL) com magnitude de 19,000x preparados sob condicdes
otimizadas (razdo 1:2, pH 10, 80 °C, 30 min). Fonte: Elaborado pelo autor.
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O tamanho médio das nanoparticulas gerados por MEV e MET foi
significantemente menor que o encontrado por DLS (Tabela 4). Essa
diferenca de tamanho médio das nanoparticulas é decorrente de diferentes
técnicas de analise, sendo que o DLS determina o diametro hidrodinamico
das particulas em meio aquoso, o que contribui com o intumescimento das
amostras e, consequentemente, maiores tamanhos de particulas séo
observados. Por outro lado, quando as amostras sdo submetidas a analise por
MEYV e/ou MET, elas passam pelo processo de secagem e nao apresentavam
mais a influéncia da hidratacdo pela agua. Portanto, 0 MEV e o MET
determinam o didmetro das particulas desidratadas, o que contribui com a
reducdo de tamanho das particulas (LI et al., 2015; LIN et al., 2015; MAST
et al., 2020; VLADAR; HODOROABA, 2020).

Tabela 4 - Comparacdo entre o tamanho de particulas hidratadas e
desidratadas das nanoparticulas de pectina/lisozima (1:2, pH 10, 80 °C, 30
min) obtido por diferentes técnicas.

Nanoparticulas DLS?2 MEVP METP®
Sem B-lactose 81,20+ 0,34 55,51 + 13,73 51,13+ 13,78
Com p-lactose 84,71 £ 3,15 56,14 £ 9,36 52,43 £ 10,35

aDLS determinou o diametro hidrodindmico em solugdo aquosa (1,0 mg/mL). ° MEV e
MET determinaram o tamanho das particulas liofilizadas e secas a temperatura ambiente,
respectivamente. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9 Estudo de captacao celular

A captacdo celular in vitro de nanoparticulas foi avaliada por um
microscopio invertido para geracdo de imagens epi fluorescentes de
nanoparticulas de pectina/lisozima encapsuladas com B-lactose (400ug/mL)
marcadas com FITC. Células de cancer colorretal HCT-116 foram usadas

para medir a captura das nanoparticulas devido a descricdo de varios
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trabalhos que usaram essas células para esse fim (DUTTA et al., 2019;
JAHANGIRI et al., 2021). A Figura 17 mostra imagens epi fluorescentes de
células HCT-116 apds incubacgédo na presenca das nanoparticulas com FITC
por 6, 12 e 24 h, respectivamente. Em 6 h, foram observados alguns pontos
de fluorescéncia dispersos nas células particularmente distribuidos no
citoplasma. A intensidade da fluorescéncia verde apareceu significantemente
aumentada apos 12 e 24 h de incubacdo. A intensidade da fluorescéncia
verde aumentou com o prolongamento do tempo de incubacéo, sugerindo
gue as nanoparticulas podem ser capturadas, provavelmente, via endocitose
de maneira continua (DUTTA et al., 2019; LIN et al., 2015). A observacéo
da captura das nanoparticulas pelas células com relacdo tempo-dependéncia,
demonstra uma possivel aplicacdo futura dessa metodologia para o
encapsulamento de drogas ou componentes anticancerigenos para entrega

em células cancerosas.

Figura 17 - Estudo de captacéo celular

6 hours 12 hours 24 hours

Imagens de microscopia de células HCT-116 tratadas com (A) nanoparticulas de
pectina/lisozima e (B) nanoparticulas encapsuladas com B-lactose ap6s marcacdo com
FITC por 6 h, 12 h e 24 h, respectivamente. Fonte: Elaborado pelo autor.

Nossa metodologia aqui descrita cria uma prova de conceito para
encapsular pequenas moléculas ndo i0nicas a partir de duas matrizes
alimentares naturais para possiveis aplicacdes futuras. Um exemplo seria o

encapsulamento da B-lactose para entregar a molécula ao colon sem ser
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metabolizada pelas lactases intestinais e entrar nas células cancerigenas do
colon. A B-lactose € um inibidor natural e barato da galectina-3, uma proteina
pro-metastatica (PEDROSA,; LOPES; FABI, 2020). Um desses beneficios
poderia ser a redugdo da carcinogénese através da interagdo da B-lactose
internalizada com o dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) da
galectina-3 localizada no citoplasma de células de cancer colorretal. No
entanto, trabalhos adicionais devem ser feitos para concluir essa possivel
afirmacao, como experimentos de digestibilidade, bioacessibilidade, efeitos

anticancerigenos e assim por diante.
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5 CONCLUSOES

Na presente tese, foi demonstrado o sucesso da preparacdo, de forma
inédita, de nanoparticulas de pectina/lisozima, na auséncia e encapsulados
com PB-lactose, com a interagdo ocorrendo por cargas opostas entre esses
biopolimeros. Os dados obtidos por DLS mostraram comportamento
semelhante entre as nanoparticulas produzidas, na auséncia e na presenca de
B-lactose, sugerindo uma dispersdo coloidal estavel para ambas as
formulagbes. As imagens geradas por MEV e MET, para as nanoparticulas
encapsulados com B-lactose, também foram bem semelhantes as imagens
geradas para as nanoparticulas sem B-lactose, isto é, foram evidenciadas
particulas de estrutura regular esférica e tamanho médio inferior ao obtido
por DSL. Estudos mais aprofundados por FTIR e DSC sugerem que a
interacdo entre pectina e lisozima deu origem a um novo biopolimero, sendo
que a interacdo eletrostatica teve predominio na formacdo das
nanoparticulas, porém, ligacbes de hidrogénio também contribuiram de
maneira significativa com essa interacdo. Os dados gerados na presente tese
proporcionam uma excelente oportunidade para futuras aplicaces dessas
nanoparticulas como sistema de encapsulamento tanto de ingredientes
bioativos hidrofilicos como de ingredientes hidrofébicos com diferentes
propriedades funcionais. No setor alimenticio, algumas das tendéncias da
nanoencapsulacdo que podem fazer uso dessas nanoparticulas de
biopolimeros estéo relacionadas as qualidades sensoriais (explorar sensacoes
por liberacdo controlada de aromas e sabores, estender caracteristicas
sensoriais de ingredientes); saudabilidade e bem estar (fortificacdo e
enriquecimento de alimentos, probidticos, prebioticos); conveniéncia e
praticidade (desenvolvimento de ingredientes para aplicacdo em produtos
desidratados); qualidade e confiabilidade (garantia do teor de nutrientes em

alimentos, perfil e/ou durabilidade de sabores); e sustentabilidade e ética
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(diminuicdo da utilizacdo de compostos sintéticos, menor emprego de

ingredientes, garantia do anunciado).
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