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Resumo

Um dos grandes desafios a nivel da salude altamente é a obesidade, afetando cerca de 500
milhdes de pessoas em todo o mundo. Com a obesidade, aumenta o aparecimento de doencas
como os diabetes tipo 2, doencas cardiacas, acidentes vasculares e cancros. Uma das
abordagens destinadas a revolucionar a ingestao de alimentos e a mudanca no tratamento da
obesidade é a utilizacdo de péptidos de soja, com a capacidade de suprimir a ingestdo de
alimentos e inibir o esvaziamento gastrico, conferindo assim, o efeito de saciedade. No entanto,
até o momento, os inibidores de protease mostraram efeitos limitados nos estudos de
intervencdo humana. O encapsulamento desses compostos saciantes tem sido explorado de
forma limitada, apesar da sua natureza proteica os tornar suscetiveis a digestdo por proteases.
Uma estratégia inteligente para o desenvolvimento de nanotransportadores, permitindo a
liberacdo sob demanda de inibidores de tripsina, € o seu encapsulamento em biopolimeros
mucoadesivos, que podem ajudar a melhorar a biodisponibilidade no trato gastrointestinal.

Neste contexto, pretende-se estudar os biopolimeros mucoadesivos mais adequados para a
distribuicdo de péptidos no trato gastrointestinal. Este estudo iniciou-se com a sintese das
nanoparticulas a partir de biopolimeros nédo téxicos como o quitosano (CH), o &cido hialurénico
(HA) e a condroitina de sodio (CS), através do método da coacervagdo. As nanoparticulas
foram de seguida caracterizadas fisico-quimicamente e quanto a mucoadesividade, foram
selecionadas para este trabalho as de CHB/TPP/HA uma vez que, apresentavam as
caracteristicas pretendidas.

Para comprovar que as nanoparticulas eram mucoadesivas, foi realizado um estudo de
internalizacdo das particulas, onde estas foram incubadas durante 4h com células Caco-
2/HT29-MTX diferenciadas e observadas através de microscospia confocal. Este estudo veio
mais uma vez provar que as particulas sdo mucoadesivas, ficando aderidas na superficie das
células apés lavagem com PBS.

Seguidamente foi otimizada a eficiéncia da encapsulacao do péptido saciante de soja (PSS),
nas nanoparticulas usando varias concentracbes deste. Percebeu-se assim que, a
percentagem 6tima de encapsulamento do PSS foi de 51% que corresponde a uma
concentracdo de 100 mg/mL de PSS.

Realizou-se também um estudo da estabilidade das particulas ao longo do tempo e conclui-
se que a altas concentrac6es de nanoparticulas, existe agregacdo das mesmas, enquanto que

diluidas sdo mais estaveis ao longo do tempo. As nanoparticulas mais estaveis sao as que ndo
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tem PSS encapsulado. No entanto, era necessario diluir o PSS nanoencapsulado e estudar o
seu comportamento ao longo do tempo para poder comparar.

Para determinar o efeito do encapsulamento na permeabilidade intestinal do composto ativo,
realizou-se um estudo da permeabilidade do PSS (livre e encapsulado) usando linhas celulares
Caco-2/HT29-MTX. A cultura das linhas celulares foi feita na proporgéo 9:1 (Caco-2/HT29-
MTX) durante 21 dias para mimetizar o epitélio intestinal. Como esperado grande parte do PSS
ndo passa através da monocamada de células, mas quando estd nanoencapsulado nas
particulas desenvolvidas a permeabilidade aumenta 5 vezes.

Procurou-se também estudar a citoxicidade das nanoparticulas em células Caco-2, através
do estudo de viabilidade celular em MTT e resazurina apos 4 e 24h de incubag&o. Conclui-se
gue as nanoparticulas ndo eram toéxicas para as células, indicando que ndo séo toxicas para o
trato intestinal.

Por fim foi realizado o estudo do encapsulamento do PSS em condi¢des gastrointestinais in
vitro, em que o PSS livre e o PSS nanoencapsulado foram expostos as condigbes
gastrointestinais. Os resultados mostram que o PSS se hidrolisa na fase gastrica ndo chegando
a fase intestinal. No caso do PSS nanoencapsulado chega até a fase intestinal, no entanto
parte das particulas se desintegram nesta fase.

Apo6s o trabalho realizado conclui-se que, as nanoparticulas apesar de serem resistentes a
fase gastrica, para que o sistema se torne mais eficiente, seria necessério encapsular as

nanoparticulas em microparticulas para aumentar a estabilidade.

Palavras-chave: Nanoparticulas, quitosano, acido hialurénico,  mucoadesividade,

encapsulacao, saciedade, péptido de soja.
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Abstract

One of the major health challenges at present is the obesity, which affects approximately 500
million people worldwide. With obesity, the diseases like diabetes type 2, heart diseases, cardiac
diseases and cancers increased. One approach to revolutionizing food intake is the release of
soybean peptides, with the capacity to suppress the food intake and inhibit the gastric emptying,
giving the effect of satiety. However, the protease inhibitors have shown limited effects in human
intervention studies, at present. The encapsulation of these satiating compounds has been
exploited to a limited extent, despite their protein nature rendering them susceptible to protease
digestion. One intelligent strategy, for the development of nanocarries, allowing on-demand
release of trypsin inhibitors, is their encapsulation in mucoadhesive biopolymers, which may help
improve bioavailability in the gastrointestinal tract.

In this context, we pretend to study the mucoadhesive biopolymers more appropriate for the
distribution of peptides in the gastrointestinal tract. This study begins with the synthesis of
nanoparticles from non-toxic biopolymers such as chitosan (CH), the hyaluronic acid (HA) and
the sodium chondroitin (CS), through the coacervation method. After, the nanoparticles were
characterize physical-chemical and the mucoadhesive was selected for this study the
CHPB/TPP/HA because, these nanoparticles had the pretended characteristics.

To confirm the theory that the nanoparticles were mucoadhesive, it was made a study of
internalization of the particles, where these were incubated during 4 h with differentiated Caco-
2/HT29-MTX cells and observed by a confocal microscopy. This study proved again that the
particles are mucoadhesive, becoming sticking to the surface of the cells after washing with
PBS.

After, was optimized the efficiency for encapsulation of the soybean satiating peptide (PSS),
was encapsulated in the nanoparticles CHB/TPP/HA, at various concentrations. It was thus
realized that the optimal percentage of PSS encapsulation was 51% corresponding to a
concentration of 100 mg/mL PSS.

A study of the stability of the particles was also carried out over time and it was concluded
that at high concentrations of nanopatrticles, there is aggregation of the these, while diluted are
more stable over time. The most stable nanoparticles are those that do not have encapsulated
PSS. However, it was necessary to dilute the nanoencapsulated PSS and study its behavior
over time to be able to compare.

To determine the effect of encapsulation on the intestinal permeability of the active

compound, a permeability study of PSS (free and encapsulated) was performed using Caco-

\
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2/HT29-MTX cell lines. The culture of the cell lines was done in the ratio 9:1 (Caco-2/HT29-
MTX) for 21 days to minimize the intestinal epithelium. As expected the major of the PSS
doesn’t pass through the monolayer cell, but when it is nanoencapsulated in the developed
particles the permeability increases 5 times.

We also study the citoxicity of nanoparticles in Caco-2 cells by the study of viability cells in MTT
and resazurin after at 4 and 24h of incubation. It is concluded that the applied nanoparticles
were not toxics to the cells, and for this reason they are not toxic to the intestinal tract.

In the end, was made an in vitro digestion study, where the free PSS and the
nanoencapsulated PSS were exposed to gastrointestinal conditions. The results show that the
PSS hydrolyzes in the gastric phase not reaching the intestinal phase. In the case of
nanoencapsulated PSS it reaches the intestinal stage, however it is understood that some parts
of the particles were disintegrated at this point.

After study, it was conclude that, although the nanoparticles are resistant to the gastric
phase, in order for the system to become more efficient, it would be necessary to encapsulate

the nanoparticles in microparticles to increase stability.

Keywords: Nanopatrticles, chitosan, hyaluronic acid, mucoadhesiveness, encapsulation, satiety,

soybean peptide.
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1.Introducéo

A nanotecnologia define-se como criacdo, utilizacdo e manipulagdo/processamento e
aplicacdo de materiais, dispositivos ou sistemas numa escala nanométrica (menos que 100
nm). Nos Ultimos anos, a nanotecnologia encontrou inUmeras aplicacdes em diferentes
indastrias alimentares e revolucionou todo o sistema alimentar desde a producdo até ao
processamento, armazenamento e desenvolvimento de materiais, produtos e aplicacdes
inovadoras [1,2]. A aplicagdo da nanotecnologia no setor alimentar pode gerar inovagdo nas
caracteristicas dos alimentos, como textura, gosto, processabilidade e estabilidade durante a
vida util. Atualmente, as aplicacdes da nanotecnologia nas indulstrias alimentares séo imensas,
mas é de destacar a nanoencapsulagao para entrega controlada de compostos bioativos [1].

O numero de produtos alimentares contendo componentes bioativos com efeito na promocéo
da saude tem aumentado significativamente. Uma caracteristica dos componentes alimentares
bioativos é que eles estdo sujeitos a rapida inativacdo ou degradacdo. Por esse motivo, a
encapsulagéo pode ser um beneficio para estes componentes bioativos, pois além de promover
a viabilidade, retarda os processos de degradagéo e/ou evita a degradagdo até que o produto
seja entregue nos locais onde a adsorgéo é desejada [3].

A obesidade é um dos maiores desafios da salde atualmente. Em todo o mundo, cerca de 2
bilhdes de adultos tem excesso de peso e cerca de 500 milhdes de pessoas sdo obesas [4].
Manter o peso corporal ideal ndo é s6 um questdo estética, mas mais importante, € uma
questdo de saude. Com o excesso de peso, o risco do aparecimento de doencas como 0s
diabetes tipo 2, doenca cardiaca, derrame e cancro, aumenta [5]. Muitos dos tratamentos
farmacoldgicos para a perda de peso foram retirados do mercado, devido aos seus efeitos
adversos. No entanto, o Unico tratamento para a obesidade, que é capaz proporcionar a perda
de peso a longo prazo é através de uma intervencgao cirargica conjugada com uma alimentacéo
saudavel e prética de exercicio fisico [6]. Como a intervencao cirirgica é bastante invasiva, a
procura por novos tratamentos eficazes para combater a obesidade € uma questédo atual. Uma
das abordagens destinadas a revolucionar a ingestdo de alimentos é a libertacdo de péptidos
de soja.

A sintese de acidos gordos humanos é regulada negativamente na maioria dos tecidos
humanos normais, mas € altamente expressa em tecidos adiposos e malignos. A descoberta e
o desenvolvimento de inibidores farmacolégicos da sintese de &cidos gordos podem prevenir a
obesidade, disturbios metabdlicos relacionados e cancro. A inibicdo da sintese de &cidos

gordos no sistema nervoso central reduz acentuadamente a ingestdo alimentar e o peso
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corporal. Os péptidos derivados da  — conglicinina de soja inibem a sintese de acidos gordos
[7].

Alguns péptidos presentes nos hidrolisados de proteina de soja eliminam a ingestdo de
alimentos e inibem o esvaziamento gastrico, produzindo a sensac¢do de saciedade [8]. No
entanto, alguns péptidos de soja sao suscetiveis a serem hidrolisados no trato gastrointestinal,
portanto a hanoencapsulagdo € uma opc¢ao para melhorar a biodisponibilidade [9].

1.1 Encapsulamento

O encapsulamento pode ser definido como um processo para embalar/aprisionar uma
substancia, que pode estar em estado so6lido, liquido ou gasoso, dentro de um involucro solido
ou liquido, feito de outro material ndo miscivel e que liberta o seu contetddo a taxas e periodos
de tempo controlados [1-4]. As capsulas podem ser de dois tipos: nucleo/concha e
particula/matriz, como se pode observar na Figura 1.1. No primeiro caso, o material do nucleo é
cercado por um tipo de membrana, enquanto que no segundo caso, as micro/nanoparticulas

formam uma fase dispersa, e estéo distribuidas uniformemente dentro de uma matriz [11].

Matriz
(sdlido)

Material da concha
(liquido ou sdlido)

Material do nucleo
(gas, liquido ou sdlido)

Particulas
(liquidas ou sdélidas)

Figura 1.1 — a) Nucleo/concha e particulas/matriz (b) tipos de microcapsulas [11].

A matriz pode ser produzida a partir de agucares, proteinas, polissacarideos naturais e
modificados, lipidos e polimeros sintéticos [12]. As capsulas podem ser classificadas por trés

tamanhos [13]:
e Macrocapsulas - (> 5000 nm);

e Microcapsulas - (1-5000 pm);
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¢ Nanocgpsulas - (<1 pm).

A encapsulacdo pode ser de variadas formas, como mostra a Figura 1.2 e pode ter: (i)
revestimento de membrana simples, (ii) parede ou membrana de forma esférica ou irregular, (iii)
estrutura de multiplas paredes, com paredes de composi¢des iguais ou variaveis ou numerosos

nucleos dentro da mesma estrutura [12].

(i) (i) e S~

(iii) (iv)

(v) v

Figura 1.2 — Diferentes tipos de microcapsulas: (i) microcapsula simples, (ii) matriz (microesferas), (iii) microcapsula
irregular (iv) Microcdpsulas com varios nacleos, (V) microcapsulas de parede mdltipla e (vi) microcapsula de
montagem [14].

Um dos principais objetivos do encapsulamento é a reducdo da higroscopicidade, para
garantir a estabilidade da textura e armazenamento dos hidrolisados e dos péptidos [15].

Esta tecnologia tem sido aplicada em produtos farmacéuticos, para a entrega de farmacos,
obtendo assim uma entrega controlada destes e para proteger os farmacos da condigcédo
gastrica, melhorando assim a sua absorcdo no intestino [1,3]. A indUstria alimentar também

adotou esta tecnologia, por inUmeras razdes [2,3,5]:

e Para uma entrega direcionada de compostos bioativos, pois estes sdo caracterizados
por inativacdo rapida. O encapsulamento evitaria a degradagéo até que o produto seja

entregue nos locais desejados;

e Para proteger os compostos que sao sensiveis a alguns fatores como a humidade, calor

ou outras condicbes extremas, aumentando a estabilidade, a biodisponibilidade e
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mantendo a viabilidade;
e Para mascarar odores e sabores indesejaveis;

e Para proteger alguns nutracéuticos que sdo sensiveis a condicdes de baixo pH e

formam isbmeros ou oligdmeros no estdmago.

1.1.1 Encapsulamento de péptidos

Os aminoacidos unidos por meio de ligacdes peptidicas, podem formar os péptidos e por sua
vez as proteinas. Quando o numero de amino&cidos é superior a dois e inferior a cinquenta, o
polimero é chamado de péptido. As proteinas podem ser formadas por uma ou mais cadeias
polipeptidicas e contém, geralmente, mais de cinquenta aminoacidos. A hidrélise ocorre quando
existe uma quebra da molécula na presenca das proteases presentes no nosso organismo [17].

Os péptidos e os aminoacidos podem ser encontrados através de fontes naturais ou podem
ser produzidos por hidrélise de proteinas. Os péptidos bioativos e os aminoacidos sédo
normalmente gerados a partir de proteinas alimentares por hidrélise controlada ou nao
controlada. A hidrélise de proteinas pode ser realizada por um fabricante de alimentos ou
ingredientes (por exemplo, por métodos quimicos, enzimaticos ou de fermentacdo), ou pode
ocorrer dentro do organismo humano apés a ingestao de alimentos (por exemplo, por acidos ou
enzimas digestivas) [18].

Os péptidos bioativos sao diferentes de outros compostos bioativos alimentares, pois as
espécies quimicas dentro dos hidrolisados proteicos sdo heterogéneas. Estes péptidos
bioativos podem precisar de serem isolados em matrizes mais complexas ou fracionadas antes
do encapsulamento [15].

Os hidrolisados de proteinas alimentares e os péptidos sdo considerados uma categoria de
ingredientes alimentares funcionais promissores. No entanto, a sua comercializacdo pode ser
impedida devido a baixa biodisponibilidade, gosto amargo, higroscopicidade e probabilidade de
interagdo com a matriz de alimentos. A bioestabilidade e a biodisponibilidade sdo fundamentais
para obter beneficios fisiol6gicos, uma vez que 0s péptidos precisam atingir os seus alvos
intactos para exercer a sua bioatividade. A biodisponibilidade € a porcdo do composto bioativo
inalterado, absorvido e que atinge a circulagcdo sanguinea. O encapsulamento como mecanismo
de entrega, pode ser usado para superar esses desafios, melhorando a biodisponibilidade e as
propriedades organoléticas dos péptidos [15].

Um dos desafios enfrentados na producdo para comercializagdo de péptidos derivados de

proteinas alimentares, € a suscetibilidade dos péptidos a digestdo gastrointestinal, arriscando

4
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assim a perder a sua integridade estrutural e fungéo, quando séo hidrolisados por proteases e
peptidases. Os péptidos bioativos, quando sado administrados oralmente, sdo submetidos a
digestdo péptica no estbmago sob condi¢cbes acidas, seguido de varias digestdes alcalinas de
protéase pancreética na fase intestinal antes de serem absorvidos pelos enterdcitos [15].

Umas das razdes mais importantes para o encapsulamento de ingredientes ativos €
proporcionar uma estabilidade nos produtos finais e durante o processamento. A escolha de um
sistema de encapsulamento € sempre crucial, uma vez que tem que ser eficiente e facilmente
incorporado ao alimento sem interferir com a textura e com o sabor dos alimentos [16].

Existem muitas substancias que podem ser usadas para encapsular liquidos, sélidos ou
gases de diferentes tipos e propriedades. No entanto existe regulamentagdo para essas
substancias e no caso da industria alimentar, essas regulamentacdes sdo mais rigidas do que
por exemplo, na industria farmacéutica. Os critérios mais importantes para a selecdo de um
material para encapsular e o que este deve fornecer ao produto final séo, a concentracao, o tipo
de libertacdo, estabilidade, biodegradacéo, custos e a capacidade de formar uma barreira entre
a fase interna e externa. A maioria dos materiais utilizados para encapsulamento no setor
alimentar sdo biomoléculas. Entre todos os materiais, os mais utilizados para o encapsulamento
em aplicacbes de alimentos sao polissacarideos [16].

Existe uma variedade de proteinas e polissacarideos que podem ser usadas para fabricar
particulas de biopolimero. As caracteristicas moleculares destas particulas, como o peso
molecular, flexibilidade, carga elétrica e hidrofobicidade, vao ser determinadas pelo tipo,
namero e distribuicdo dos mondmeros ao longo da cadeira do polimero, bem como as suas
ligacBes. As particulas devem ser projetadas para que tenham caracteristicas funcionais
especificas necessarias para uma aplicacdo especifica. Por exemplo, se uma particula estiver
destinada a fornecer um componente de sabor, esta deve ser projetada para libertar o
componente na boca e libertar as moléculas de sabor encapsuladas la [18].

Um sistema de entrega é um sistema concebido para encapsular, entregar e libertar um ou
mais componentes ativos/ingredientes alimentares. Os sistemas de entrega podem ser
projetados para ter uma série de beneficios potenciais para a industria de alimentos:
incorporacdo de ingredientes ativos em matrizes de alimentos sem afetar negativamente
caracteristicas de qualidade como aparéncia, textura, sabor ou estabilidade; protecdo contra
degradacdo quimica, fisica ou biolégica; aumentando a eficiéncia dos ingredientes ativos
fornecendo esses ingredientes ativos para determinados tipos de acdo; melhoria do
armazenamento e manuseio do produto; extensdo da vida util do produto [1]. A indUstria

alimentar é restrita ao uso de matrizes transportadoras, sendo comestiveis, biodegradaveis, ndo
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toxicas e de baixo custo [15].
Existem trés tipos de sistemas de entrega para 0 encapsulamento de péptidos.
Transportadores baseados em proteinas, em polissacarideos e em lipidos [15].

1.1.1.1Transportadores baseados em proteinas

O encapsulamento em que a matriz é baseada em proteinas é o sistema nutricionalmente
mais benéfico. Os transportadores baseados em proteinas mais populares para a entrega de
compostos bioativos alimentares sdo os flavonoides, vitaminas e pro-vitamina A [3]. No entanto,
€ necessario aplicar diferentes tratamentos quimicos ou térmicos complicados que nao podem
ser completamente controlados [2].

A razdo do uso de proteinas para a entrega de compostos bioativos, é devido as suas
propriedades funcionais, como a capacidade de formacédo de filme e gel, emulsificacdo e
solubilidade, além do beneficio nutricional. Entres as fontes de proteina, a soja tem sido a

principal escolha para o encapsulamento de péptidos bioativos [15].

1.1.1.2 Transportadores baseados em polissacarideos

Os polissacarideos sdo moléculas de hidrato de carbono com longas cadeias de
monossacarideos ligados por ligacdes glicosidicas. Podem ser encontrados em VAarios recursos,
como origem vegetal, microbiana e animal. Tem uma composi¢do quimica variavel, diferentes
faixas de peso molecular sdo insollveis em agua e amorfos [20]. S&o estruturalmente estaveis,
abundantes e de baixo custo, por isso, geralmente, sdo ideais para serem utilizados como
agentes de entrega. Os grupos funcionais reativos de polissacarideos, tornam-se uma das
melhores escolhas como matrizes portadoras. No entanto, em condi¢des extremas, como a alta
temperatura, a parede do polissacarideo é suscetivel a reagir com o nucleo do péptido para
formar produtos complexos, que podem ser potencialmente toxicos e também empobrecem os

péptidos bioativos [15].

1.1.1.3 Transportadores baseados em lipidos

Os transportadores a base de lipidos, além de poderem ser produzidos a escala industrial,
tém uma maior eficiéncia de encapsulamento e baixa toxicidade [2].
A liposfera e o lipossoma sao dois sistemas a base de lipidos que sdo atualmente utilizados

para encapsular hidrolisados e péptidos de proteinas alimentares. O primeiro possui uma
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camada interna de &cidos gordos e uma camada externa composta pela parte hidrofilica do
acido gordo ou fosfolipido, enquanto a ultima € uma bicamada concéntrica Unica ou multipla
feita de fosfolipidos que constituem uma vesicula [19].

O lipossoma é o suporte de encapsulamento mais popular em comparacdo com a liposfera,
que é menos usado para aplicagdes alimentares devido ao seu elevado teor de acidos gordos
saturados. O lipossoma € semelhante as membranas celulares, logo é favoravel para a entrega
de compostos bioativos e € compativel com uma grande variedade de péptidos bioativos. O seu
ndcleo é adequado para péptidos hidrofilicos enquanto que o inferior da bicamada é compativel
com péptidos hidrofdbicos [15].

O uso do sistema de lipossomas no encapsulamento de péptidos, tem a vantagem de ser
possivel a sua produgcdo a escala industrial, mas tem como desvantagens a instabilidade
térmica, 0 uso de colesterol na preparagdo dos lipossomas e o risco de oxidagdo lipidica

durante a sua producao [15].

1.1.2 Técnicas de encapsulamento

A escolha de um método para a encapsulacdo depende de uma serie de fatores como:
tamanho das particulas, propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede, aplicacdo do
produto final, mecanismos de libertacdo, escala de producdo e custo. Existem varios métodos
utilizados para a encapsulacdo, entre 0os quais podem destacar-se: coacervacao, atomizagéo,

spray-drying, extrusao e leito fluidizado.

1.1.2.1 Coacervagéo

s

A coacervacdo é a separacdo em duas fases liquidas em sistemas coloidais [21]. Esta
separacdo da origem a uma fase densa rica num polimero (chamada de coacervado) que
coexiste com o0 seu sobrenadante, deficitario em polimero. Estas duas fases liquidas séo
imisciveis, mas ndo compativeis termodinamicamente [4,9,10]. Esta técnica é considerada
eficaz para o encapsulamento, uma vez que se baseia na atragcdo eletrostética entre os
materiais do nucleo e da parede [15].

A coacervacao efetua-se em trés passos: [4,6]

¢ Formacao de uma fase quimica imiscivel;

e Deposicdo do revestimento sobre a particula, em que a fase rica em polimero

apresenta-se sob a forma de goticulas liquidas, que coalescem, formando uma camada

continua que deposita-se para formar a parede da capsula;
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e Solidificagdo do material de revestimento e isolamento das capsulas.

Na Figura 1.3, apresenta-se a técnica da coacervacao [24].

Figura 1.3 — Método da coacervacgao [24].

7 s

Apesar deste processo ser muito eficiente, € um processo caro, por isso nao é muito
utilizado na industria alimentar [13]. A coacervacdo pode ser induzida por VArios processos:
alteracdo de temperatura, de pH ou adicdo de uma segunda substancia como por exemplo
solucédo concentrada de um sal [25].

Existem dois tipos de coacervacdo: a simples e a complexa, dependendo do numero de
polimero utilizados. Na coacervagdo simples, apenas um tipo de polimero estd envolvido e é
induzida alterando diferentes parametros como a adi¢cdo de micro ibes, um nao solvente, uma
mudanca de temperatura ou de pH [8,10]. A coacervacado complexa, acontece quando dois ou
mais tipos de polimeros de cargas ibnicas opostas estdo presentes e € induzida através da
criacdo de forcas electroestaticas entre as macromoléculas [17,20]. Geralmente ocorre quando
as interacdes electroestaticas sao estabelecidas entre os biopolimeros de carga oposta em
meios aquosos e existe um equilibrio electroestatico na fase concentrada. Os coacervados séo
formados através das interacdes electroestaticas do soluto, apesar de serem misciveis no
solvente [27].

A coacervacdo é uma tecnologia de encapsulamento distintiva e promissora, devido as

cargas Uteis muito altas alcancgaveis (até 99%) e as possibilidades de liberacdo controlada [1].

1.1.2.2 Atomizagéo

A atomizagdo é um dos métodos mais antigos de encapsulacdo. E uma técnica barata e
muito utilizada pela industria de alimentos. O material a ser encapsulado, geralmente é

hidrofébico e é emulsionado numa solu¢do aquosa ou dispersdo do material encapsulante. A
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emulsdo resultante é bombeada através de um atomizador para uma camara a alta temperatura
[13].

As cépsulas produzidas por esta técnica tém o nucleo distribuido na forma de
microparticulas na matriz seca do material encapsulante. Os mecanismos de libertacdo do

nucleo usualmente sdo atraves de agéo de solventes e por difuséo [13].

1.1.2.3 Spray-drying

Esta técnica é também uma das mais antigas e mais utilizadas na industria alimentar [16]. E
simples, rapida e ndo necessita de lavagens para isolar as microparticulas ou eliminar residuos
ou solventes, no entanto tem como inconveniente o uso de calor, o que pode afetar as
propriedades dos polimeros [26]. Produz particulas de boa qualidade, num tamanho inferior a
40 pm [16].

Neste método o péptido é disperso ou dissolvido numa solugdo organica ou aquosa do
polimero e o sistema é nebulizado numa corrente de ar quente. Apés a evaporacao do solvente,
as microparticulas secas séo recuperadas. A eficiéncia de encapsulagdo deste método varia
entre os 70 e 85%, independentemente dos parametros do processo [26].

Existem algumas desvantagens nesta técnica como a complexidade do equipamento,
condi¢Bes ndo uniformes na camara de secagem e nem sempre € facil controlar o tamanho das

particulas [16].

1.1.2.4 Extrusao

Na extrusdo, o material do nucleo esta na forma liquida e é lancado através do orificio de um
tubo fino ou seringa para formar gotas. Estas gotas contém o material de revestimento ou este
¢é adicionado quando as gotas caem ou séao injetadas [26]. Quando o material entra em contacto
com o liquido desidratante e a parede se endurece, qualquer parte oleosa é removida pela
superficie. Este método produz particulas relativamente grandes, que podem ser usadas
qguando se deseja fragmentos visiveis [13].

Em comparacdo com outras técnicas, esta foi considerada a melhor tecnologia para

aplicacBes industriais de larga escala [16].
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1.1.2.5 Leito fluidizado

A fluidizag&do ocorre quando o fluxo ascendente de um fluido atinge velocidade suficiente
para suspende-las sem expulsa-las da corrente de fluido, através de um leito de particulas [13].

Enquanto as particulas do ndcleo sdo suspensas, 0 material da parede € atomizado para
dentro da camara, depositando-se sobre as particulas do ndcleo. Quando as particulas atingem
0 topo da coluna ascendente, sdo lancadas numa coluna descendente de ar, que as lanca
novamente no leito fluidizado, onde sdo novamente revestidas, secas e endurecidas. A
uniformidade da parede é assegurada pelas passagens das particulas pelo ciclo de
revestimento [13].

Esta técnica possibilita que as particulas sejam revestidas com praticamente qualquer tipo

de material de cobertura (polissacarideos, proteinas, gorduras, etc.) [13].

1.1.3 Critérios para determinar a qualidade do encapsulamento de

péptidos

A qualidade do encapsulamento dos péptidos depende de varios fatores como, o tamanho
das particulas, o potencial Zeta, a eficiéncia de encapsulamento e a encapsulacéo e controle da
libertacdo do nucleo. Para analisar alguns dos fatores como o tamanho da particula e o

potencial Zeta é utilizado o DLS (Dynamic Light Scattering).

1.1.3.1 Tamanho da particula

O tamanho das particulas coloidais usadas para encapsular péptidos bioativos deve ser
cuidadosamente selecionado. O tamanho das particulas pode variar de cerca de 10 nm para
pequenas nanoparticulas para cerca de 1 nm para microparticulas grandes e depende dos
ingredientes e do processo de encapsulacao [28].

A dispensabilidade e a solubilidade do péptido encapsulado dependem do tamanho das
particulas. Um tamanho de particula acima de 50 um pode afetar significativamente a
solubilidade e a disperséo, logo a textura dos alimentos vai também ser afetada. Pensa-se que
um pequeno tamanho das capsulas aumenta a entrega ou libertacdo das moléculas ativas. Os
sistemas a base de lipidos sdo mais eficientes para a preparacdo de produtos de hidrolisado de
proteinas e péptidos nanoencapsulados em comparag¢do com 0s sistemas a base de proteinas
ou polissacarideos. A nanoencapsulacao é vantajosa devido a sua elevada area de superficie

podendo aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade do produto. A maior parte da

10
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encapsulagdo com proteinas, polissacarideos ou ambos, resulta na producao de microcpsulas,
devido a sua grande estrutura molecular, produzindo assim cépsulas relativamente grandes. O
tamanho da particula depende do tipo de veiculo usado e também do método utilizado para o
encapsulamento [15].

1.1.3.2 Potencial Zeta

O potencial Zeta é a diferenca de potencial entre o meio de dispersdao movel e a camada
estacionaria do meio de dispersdo ligado a particula dispersa [29]. Este potencial, reflete o
potencial de superficie das particulas, que séo influenciadas pelas mudancas na interface com
o0 meio dispersante [30]. Existem alguns fatores a afetar o potencial Zeta, como o pH (é o fator
que mais afeta), a forga idnica, a concentracdo de aditivos e a temperatura [29].

As emulsBes com alto potencial Zeta (negativo ou positivo) sdo eletricamente estabilizadas,
enguanto que emulsdes com potencias Zeta baixos tendem a coagular ou a flocular, podendo
levar a uma fraca estabilidade fisica [29].

A carga de superficie é umas da propriedades que transmitem a estabilidade dos produtos
encapsulados. Quando diminui a magnitude do potencial Zeta, diminui também a estabilidade
do produto encapsulado. O hidrolisado de proteinas encapsuladas e os produtos peptidicos de
potencial Zeta de baixa magnitude tendem a agregar-se em meio aquoso. Ao aumentar a

concentracdo de componentes do nicleo e na parede o potencial Zeta diminui [10].

1.1.3.3 Dynamic Light Scattering (DLS)

Dynamic Light Scattering (DLS) € uma tecnologia de dimensionamento de particulas
amplamente usada para medir a distribuicdo do tamanho das particulas (PSD) de dispersées
coloidais. E particularmente (til para a anélise de sistemas de distribuicéo coloidal quem contém
particulas relativamente pequenas (d <1000 nm). Os tamanhos das particulas baseados neste
principio medem as flutuacbes na intensidade da luz dispersa ao longo do tempo, que ocorre
quando as particulas numa dispersdo coloidal alteram periodicamente a sua localizacdo
espacial relativa devido ao movimento browniano (Figura 1.4). A frequéncia dessas flutuacdes
de intensidade depende da velocidade em que as particulas se movem e do tamanho das
particulas: particulas menores movem-se mais rapidamente que as maiores e, logo,

apresentam flutuacdes de intensidade mais rgpida. Uma amostra € analisada ao medir a

mudanca na intensidade da onda espalhada ao longo do tempo num determinado angulo de
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dispersdo. Seguidamente, é usado um modelo matematico adequado para converter as
flutuagdes de intensidade num PSD [18].

Dados ndo tratados
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Figura 1.4 — Medicdo de dispersdes coloidais [18].

1.1.3.4 Eficiéncia de encapsulamento (EE)

A eficiéncia de encapsulamento (EE) é a quantidade de composto bioativo (péptido) preso no
nuacleo ou na superficie do veiculo em comparagdo com a quantidade inicial do material
bioativo. E um fator importante a considerar especialmente na producdo de produtos
hidrolisados e péptidos de proteinas bioativas comerciais [15].

Uma eficiéncia alta é sempre favoravel, mas uma eficiéncia de encapsulamento de mais de
50%, pode levar ao risco de vazamento bioativo. No entanto uma eficiéncia de encapsulamento
baixa leva a um uso insuficiente dos materiais bioativos, logo seria necessario uma maior
quantidade de produtos encapsulados para atingir as quantidades de péptido necessarias
[3,21]. A eficiéncia de encapsulamento depende da relacdo nucleo-parede, das condicbes em
gue o encapsulamento é realizado e da técnica de encapsulamento. Um estudo publicado na
Royal Society of Chemistry, relata que o encapsulamento usando capsulas de proteinas e
polissacarideos resultou numa maior eficiéncia de encapsulamento em comparagdo com o
encapsulamento de péptidos a base de lipidos, possivelmente porque o primeiro é controlado e
envolve processos de alta energia no aprisionamento dos péptidos [15].

Em geral, as técnicas que utilizam altas forcas de cisalhamento, pressdo e temperatura

resultam em eficiéncias de encapsulamento mais altas [15].
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1.1.4 Encapsulacao e controle da libertacdo do nucleo

A encapsulacado permite que o nlcleo seja isolado do ambiente externo até que a libertacédo

seja desejada. Uma das prioridades de extrema importancia nos processos de encapsulacao é

a libertagdo no local e no momento desejado. Por exemplo, os compostos de sabor devem ser

liberados no momento do consumo. Os principais fatores que afetam as taxas de libertacdo do

nucleo estdo relacionados com o material encapsulante e com o ndcleo. No entanto, existem

outras variaveis que influenciam a libertagdo, como: volatilidade do nucleo, propor¢do entre

nuacleos e encapsulante, tamanho das particulas e grau de viscosidade do polimero

encapsulante [18].

Os processos que utilizam encapsulantes hidrofilicos normalmente tém uma libertagdo mais

rapida do nucleo, enquanto os encapsulantes a base de gorduras ou ceras tendem a retardar a

libertacdo. Os principais mecanismos envolvidos na libertagéo do nucleo séo [18]:

Libertagéo controlada por difusdo — A difusdo é um dos mecanismos mais importantes
no processo de libertacdo. Se a parede de uma capsula estiver integra, a libertacdo do
ndcleo ocorre principalmente por difusdo, cuja taxa é dirigida pelas propriedades
gquimicas do ndcleo e do material encapsulante, assim como por algumas propriedades
fisicas da parede, como estrutura da matriz e dimenséo dos poros;

Libertagéo ativada por degradacé@o — Proteinas ou lipidos podem degradar-se pela agédo
de proteases e lipases, respetivamente;

Libertagcéo ativada por solvente — Em contacto com um solvente, o material da parede
pode dissolver-se totalmente, libertando o nicleo. A dgua € o mecanismo mais comum
de libertacao na industria alimentar;

Libertacdo controlada por pH — Resulta das alteragcbes na solubilidade em éagua do
material da parede, decorrentes das alteragdes de pH;

Libertagdo ativada por temperatura — O nuacleo é libertado como resultado de uma
mudanca de temperatura, afetando assim o estado fisico e a taxa de libertacao;
Libertagcdo ativada por pressdo — Ocorre quando uma pressdo € aplicada as paredes

das cépsulas, por exemplo, durante a mastigacao.

1.2 Biopolimeros

Os biopolimeros sé@o polimeros produzidos por organismos vivos que contém unidades

monomeéricas ligadas covalentemente para formar estruturas maiores. Existem trés tipos

principais de biopolimeros baseados nas diferentes unidades monoméricas usadas e na
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estrutura do biopolimero formado, os polinucle6tidos, os polipéptidos e os polissacarideos. Os
polinucleétidos sé@o polimeros longos constituidos por treze ou mais monémeros de nucleoétidos.
Os polipéptidos sao polimeros curtos de aminoécidos e os polissacarideos sdo maioritariamente
estruturas de hidratos de carbono poliméricos ligados linearmente [31].

A selecdo de um biopolimero vou combinacdo de polimeros para a producdo de
nanoparticulas depende de varios fatores como: propriedades fisico-quimicas e funcionais
desejadas das particulas (tamanho, carga, polaridade, permeabilidade, degradabilidade e perfil
de libertacao) [32].

Os biopolimeros escolhidos para produzir nanoparticulas foram: quitosano, acido hialurénico

e sulfato de condoitina.

1.2.1 Quitosano

O quitosano é um biopolimero natural derivado da quitina e € o segundo polimero mais
abundante na natureza depois da celulose. E um polimero catiénico e pode ser encontrado nos
exoesqueletos dos crustaceos, insetos, bem como moluscos e fungos. E formada por unidades
monomeétricas repetidas de N-acetil-D-glicosamina (GIcNHAC) ligadas por ligagdes glicosidicas
B(1-4) [10], como se pode observar na Figura 1.5.

Este biopolimero é obtido através da desacetilacdo da quitina em meio alcalino forte e a
temperaturas superiores a 60°C, ou seja, existe a transformagédo do grupo (NHCOCH;) em
amina (NH,), por meio da reagdo com uma base forte. Este grupo amina, altamente ativo,
proporciona a solubilidade em meios acidos do quitosano, diferenciando-o assim da quitina [10].

Como a celulose, tanto a quitina como o quitosano sdo considerados polissacarideos de
ocorréncia natural. E um biopolimero biocompativel, biodegradavel e de baixa toxicidade [10].

O quitosano é um dos polimeros mais populares no sistema de encapsulamento e entrega.
Na industria alimentar, tem sido investigada pelos seu potencial de encapsulamento e entrega
de varios nutrientes. A caracteristica catiénica do quitosano em condi¢cées acidas fornece
simplicidade para fabricar sistemas de encapsulamento e entrega em diferentes formas,
incluindo nano/microparticulas [10].

Este polimero exibe fortes propriedades mucoadesivas devido a formacdo de pontes de
hidrogénio e ligagBes iGnicas entre os grupos amino do quitosano (carregados positivamente) e

os residuos de acido sialico (carregados negativamente) das glicoproteinas da mucina [33].
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H NH2 H n

Figura 1.5 — Estrutura do quitosano [34].

1.2.2 Acido hialurénico

O acido hialurénico (HA) é um biopolimero, polissacarideo, de ocorréncia natural, presente
em tecidos e capsulas bacterianas. E um policatiio linear, hidrofilico, n&o-imunogénico,
biodegradavel, biocompativel, solivel em agua e tem elevada massa molecular. E composto
por unidades de acido D-glucurdnico e N-acetil-D-glucosamina, através de ligagbes glicosideas
B -1,4 e B- 1-3, alternadas [26,27] como se pode verificar na Figura 1.6. Pertence a um grupo de
substancias chamadas glicosaminoglicanos [37].

OH ]
1. COOH
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OH NH
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Figura 1.6 — Estrutura do acido hialurénico [35].

O HA em solucdo tem uma consisténcia gelatinosa, tem alta viscoelasticidade e alto grau de
hidratagéo devido as caracteristicas estruturais da molécula. Este 4cido esta presente em varios
tecidos conectivos de animais, tais como pele e cartilagem, e possui importantes funcdes como
flexibilidade e manutencéo da estrutura dos tecidos [38].

O HA consegue estabelecer interacdes moleculares com a mucina, formando ligactes
hidrogénio e/ou Van der Walls, que resultam em forgas atrativas forcas, responsaveis pela
consolidacdo do processo de adeséo, devido a presenca de grupos hidroxilos na sua estrutura
[35].
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Todas as funcgfes biolégicas do HA estdo relacionadas com as suas diversas estruturas e
interacBes especificas. A estrutura do HA pode ser afetada pelo ambiente, pela forca idnica,
constante dielétrica local, exposicdo a forcas mecéanicas perturbadoras e pela presenca de
espécies que interagem com as suas cadeias, como as proteinas e os lipidos [37].

1.2.3 Sulfato de condroitina

7

O sulfato de condroitina (CS) é um polissacarideo linear que é composto por acido
glucurénico D (GlcA) E N-acetil-D-galactosamina (GAINAc) [39]. E um importante componente
estrutural da ligacdo dos tecidos, e na matriz cartilaginosa [40]. Este componente tem
capacidade antioxidante e € abundante na matriz extracelular de todos os vertebrados. Além
disso, desempenha um papel importante na cicatrizacdo de feridas. O CS também é usado
como agente na pele, devido a sua capacidade de hidratar, curar e suavizar a pele [41]. Na

Figura 1.7, é mostrada a estrutura do sulfato de condroitina.

i H,COR,
O, RO O o
\O OH o M
it NHCOCH,
B | n
R,=H or SO,H
R,=H or SO;H

Figura 1.7 — Estrutura do sulfato de condroitina [42].

Este polimero natural é anidnico e apresenta baixa toxicidade, alta estabilidade, flexibilidade
para modificacdo quimica, baixo custo, é biodegradavel e soluvel em agua. O facto de o CS ser
solavel em &gua torna-o limitante como veiculo de libertacdo controlada. No entanto, esta
limitacdo pode ser minimizada através da interagcdo electroestatica com substancias carregadas

opostamente [40].
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1.3 Mucoadesividade

A adesao é definida como uma forca molecular de atracdo na area de contacto entre dois
corpos diferentes que atuam para se manterem juntos. A bioadeséo é um fenbmeno de adeséao,
em que pelo menos um dos aderentes é biolégico. A mucoadesdo € um termo usado para um
fendmeno bioadesivo, em que o substrato bioldégico € uma superficie mucosa e é um processo
gue envolve grandes quantidades de agua [43].

A mucosa gastrointestinal é revestida por uma camada de muco [44]. O muco é uma
barreira de gel viscoelastica e tenaz que cobre, lubrifica e protege o corpo através do
aprisionamento rapido de substancias estranhas, através de forcas estéticas e adesivas [45].
No trato gastrointestinal, o muco facilita a passagem de alimentos através do canal alimentar.
Pode ser constantemente ou intermitentemente segregado e a sua quantidade varia [46]. Em
diferentes regibes do trato gastrointestinal existe diferencas nas quantidades de muco
segregado, na proporcao dos constituintes e na composi¢ado das glicoproteinas [44]. O muco é
composto principalmente por agua (até 95%), sais inorganicos e glicoproteinas denominadas de
mucinas, que sao responsaveis pelas propriedades viscoelasticas em forma de gel do muco
[43].

A Figura 1.8, representa uma mucosa gastrointestinal.

Figura 1.8 — Mucosa gastrointestinal [47].

As mucinas sdo moléculas grandes, com pesos moleculares variando de 0,5x10° a mais de
20x10° g/mol, s&do constituidas por cerca de 90% de hidratos de carbono e sdo responséaveis

pelas propriedades viscoelasticas do muco [25,26]. As mucinas tém propriedades
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mucoadesivas, pois apresentam interacdes electroestaticas, hidrofébicas e ligagbes de
hidrogénio [48].

A maioria das ligacdes mucoadesivas a outras substancias é obtida por ligagées quimicas,
fisicas ou secundérias sendo a interacdo predominante a ligacdo de hidrogénio.
Consequentemente, varios grupos funcionais, tais como hidroxilo, carboxilo e outros grupos
funcionais formadores de ligacao de hidrogénio, podem contribuir para a mucoadesao [45].

A camada mucosa aderente ao trato gastrointestinal é produzida por células especializadas.
Essas células sdo células epiteliais de superficie, encontradas principalmente no estémago,
mas também noutras partes do intestino. Ao contrario de outras secre¢des gastrointestinais, o
muco adere as superficies epiteliais da mucosa como um gel insolivel em agua, até que ocorra
degradacéo e eroséo [43].

O trato gastrointestinal possui barreiras fisiolégicas e morfologicas contra a administragéo
de proteinas ou péptidos, (a) enzimas proteoliticas no lumen do intestino como pepsina, tripsina
e quimiotripsina; (b) enzimas proteoliticas na membrana (endopeptidases); (c) flora intestinal
bacteriana; (d) camada de muco e revestimento de células epiteliais. A mucosa é projetada
para prevenir a absorcdo de matéria originaria do ambiente. Um processo para superar a
barreira gastrointestinal € usar as nanoparticulas [49].

As células epiteliais do intestino delgado formam uma monocamada que reveste a
superficie do lumen do intestino delgado. Estas separam o limen intestinal da circulagédo
sistémica e previnem a absor¢cdo de compostos toxicos e a invasao de bactérias através do
trato gastrointestinal. Nanoparticulas ingeridas que sejam tdxicas podem ferir as células
epiteliais intestinais [50].

As células Caco-2 sdo originarias de carcinoma do colon humano e sdo frequentemente
usadas para mimetizarem o do intestino humano, pois diferenciam-se espontaneamente apés
3-4 semanas em cultura [53,106]. Quando estas células estdo diferenciadas, exibem
caracteristicas morfologicas e funcionais de enterdcitos funcionais e podem expressar alguns

transportadores presentes no intestino delgado humano [51].

1.3.1 Moléculas mucoadesivas

Uma molécula mucoadesiva ndo deve ser téxica, ndo deve ter acdes fisiolégicas ou
farmacologicas indesejaveis, deve ter boa molhabilidade, uma capacidade de descarga

adequada e ndo deve ser cara. Por estes motivos, os biopolimeros e em particular os
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polissacarideos alimentares sdo bons candidatos. Existem algumas propriedades moleculares e

fatores ambientais moleculares importantes a considerar numa molécula mucoadesiva [43]:

e Propriedades moleculares — carga, ligacdo ao hidrogénio, hidrofobicidade, flexibilidade,
distribuicdo de peso molecular/peso molecular;
e Fatores ambientais moleculares — solubilidade, pH, for¢a ionica, presenca de outros sais

e outras moléculas (anticorpos, enzimas, polissacarideos, etc.)

O processo mucoadesivo pode ocorrer em duas fases: Na primeira é necessario que ocorra
a bio-aderéncia, logo deve haver um contacto proximo entre o polimero mucoadesivo e a
camada do muco, e para isso é que fatores como a boa molhabilidade e a hidratacdo s&o
importantes. Como consequéncia, ocorre a transferéncia de agua da camada de muco para o
polimero, aumentando assim este Ultimo. Assim, as cadeias do polimero adquirem maior
mobilidade para poderem interpenetrar com as cadeias glicoproteicas do muco. O
estabelecimento posterior de ligacdes quimicas entre o polimero e o muco contribui para a

consolidacdo do fendbmeno mucoadesivo [24,25].

1.3.1.1 Polimeros mucoadesivos

Os polimeros mucoadesivos podem ser divididos em polimeros naturais e sintéticos.
Polimeros para utilizagdo em preparacdes mucoadesivas podem ser aniénicos, catiénicos ou
n&o idnicos [53].

Os polimeros anionicos tém propriedades mucoadesivas devido a ligagdo de hidrogénio
com a camada de muco, e tém baixa toxicidade [30,31]. Estes polimeros sao caracterizados
devido a presenca de grupos funcionais carboxilo e sulfato que dao origem a uma carga
negativa global [54].

Os polimeros cationicos formam ligacdes com as cadeias da mucina carregadas
negativamente [53]. Dos polimeros catiénicos, o quitosano é a mais utilizado [54].

Park e Robinson evidenciaram que os polianiées séo preferidos ao policatibes em relacdo a

adesédo, bem como ao potencial de toxicidade [53].

1.3.2 Fatores que influenciam a mucoadeséo

Existem diversos fatores que afetam a mucoadesdo, como os fatores relacionados com o

polimero e os fatores relacionados com as condigdes fisiologicas.

e Fatores relacionados com o polimero:
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Algumas das caracteristicas do polimero, como o peso molecular e a viscosidade da
solugdo mostram correlagdo positiva com a forca mucoadesiva. A quantidade de ligacdes
iniciais formadas depende da capacidade de difusdo para a camada do muco, logo, uma maior
flexibilidade do polimero resulta numa melhor difusédo na rede do muco e consequentemente,
uma mucoadesao mais forte. A ligacdo de hidrogénio € essencial para uma mucoaderéncia
forte, proporcionando interagdes entre o polimero e os grupos hidroxilo de oligossacaridos da

mucina [55].

e Fatores relacionados com as condicdes fisiologicas:

pH — O valor de pH no trato gastrointestinal influéncia a carga a superficie do muco e do
polimero, logo pode influenciar a interagdo entres os dois e o grau de hidratacdo de alguns
polimeros [44]. O estado i6nico de um polimero que pode influenciar o grau de mucoadesao,
depende do pH do meio em que reside e este varia entre diferentes ambientes mucosos [55].

Os polimeros aniénicos como alguns polissacarideos, que possuem grupos carboxilo, sdo
parcialmente carregados negativamente a um pH quase neutro. As suas fortes propriedades
mucoadesivas podem-se dever as ligacdes de hidrogénio e as forcas de Van der Walls. Os
polimeros catidénicos (como o0 quitosano), que possuem grupos funcionais amino, também sao
mucoadesivos fortes. Como o quitosano tem um pK, alto, forma um gel em condi¢cbes acidas
[55].

Concentracdo — Se a concentracao for muito baixa, a interacéo entre o polimero e a mucina
¢ instavel. No entanto, se for muito alta, a rede de polimero torna-se impermeavel ao solvente, o
gue resultara na falta de cadeias de polimero livres para difundir na interface do muco, devido a
sua estrutura altamente enrolada e compacta [55].

Hidratacdo — Uma hidratacdo incompleta, resulta numa baixa exposicdo dos grupos
responsaveis pelas interagfes. Enquanto que, uma sobre hidratacdo resulta na perda de
coesao do polimero, diminuindo assim a mucoadesao [44].

Viscosidade, espessura e taxa de renovacdo — Influencia a expanséo da interagdo entre o
polimero e 0 muco [44].

Tempo de residéncia — O tempo de residéncia de um polimero mucoadesivo no trato
gastrointestinal pode ser limitado pela taxa de renovagdo do muco, uma vez que a interacao
polimero-muco pode ser mais forte que a interagdo entre as camadas de muco. Logo, um
sistema mucoadesivo teria mais sucesso na zona do trato gastrointestinal onde a taxa de

renovacdo do muco é mais lenta [44].
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1.3.3 Métodos para a avaliacdo da mucoadesividade

Existem diferentes métodos e técnicas para analisar o destino dos sistemas de libertacédo
de particulas nas camadas de muco, a permeacdo do muco e 0 comportamento da
mucoadesdo em sistemas com particulas. Neste subcapitulo apenas sé@o discutidas duas
técnicas.

1.3.3.1 Método da microbalanca de cristal de quartzo (QCM)

A microbalanca de cristal de quartzo (QCM) € um instrumento sensivel e versatil para o
estudo em tempo real dos comportamentos dinamicos de uma amostra na superficie de cristal
[45]. O cristal tem a forma de um disco que pode ser colocado em oscilacdo no modo de
cisalhamento por uma corrente elétrica. Os elétrodos sdo depositados nas faces opostas do
cristal e quando a corrente elétrica € aplicada pelos elétrodos, o cristal sofre uma oscilagéo no
modo de cisalhamento [56].

Esta técnica fornece informacdes sobre as mudancgas de massa e estruturais que ocorrem
na amostra por medidas simultaneas de frequéncia (f). A partir dessas mudancas é possivel
calcular a massal/espessura da amostra absorvida e também as suas propriedades
viscoelasticas [45].

A Figura 1.9 representa um exemplo do tipo de grafico da QCM, em que a seta azul indica
guando é que a solugdo de mucina entra no modulo QCM. A seta vermelha indica quando é
gue a solugdo de polimero entra no modulo. A seta preta indica a introdugdo da solugéo
tampdo. A barra dourada, as linhas azul-ciano e os circulos vermelhos com revestimento preto

indicam o sensor do cristal, as mucinas e os polimeros, respetivamente [45].

21



Biopolimeros mucoadesivos para a distribuicéo direcionada de péptidos no trato gastrointestinal | 2018

L
y ° b .. °
\ Sl — ° 00 0 ®.000
\ =y I A b P - 20
eSNPNK ﬁ_tz})%:’f?/:&zf’:f:-l e PR, .
! — 4 L
0| w——
{

-10 \
Sw
2 \
S
© -30
Q
=
@D -40
=1
=
2
= -s0

-60

-70

-80 ‘

-90 - -

o0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 1.9 — Frequéncia (Hz) versus tempo (min) [45].

1.3.3.2 Estudo dainteracdo das nanoparticulas com as mucinas

O estudo da interacdo das nanoparticulas com as mucinas pode ser executado através de
trés ensaios diferentes. Através do tamanho das nanoparticulas e do potencial Zeta, através de
um ensaio colorimétrico e através da transmitancia. Para estes ensaios a suspensdo de

nanoparticulas é misturada com as mucinas e incubada a 37°C durante 3h a 300 rpm.

¢ Viatamanho das particulas e potencial Zeta

Em tempos pré-definidos, as amostras sdo analisadas em relacdo a sua mudanga no
tamanho e no potencial Zeta. As alteracbes analisadas no tamanho e no potencial Zeta,
fornecem informacdes acerca de uma possivel adsor¢cédo das mucinas as particulas [57].

Os componentes das mucinas absorvem facilmente as nanoparticulas de carga positiva e
negativa. Além disso, este método pode ser usado para avaliar a estabilidade de nanoparticulas

em fluidos biolégicos que contém proteinas e enzimas [57].

e Via ensaio colorimétrico
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Os ensaios colorimétricos sdo largamente utilizados para a analise quantitativa e qualitativa
de hidratos de carbono que ocorrem em polissacarideos, glicoproteinas, glicolipidos e
proteoglicanos [58].

A oxidagéao periédica de grupos hidroxilo e aldeidos sob condi¢cdes aquosas € uma reacéo
adequada para aplicacdo em hidratos de carbono. Quando esta oxidacao é emparelhada com
um reagente subsequente para o desenvolvimento de cor, como o reagente de Schiff, torna-se
um método Util para o ensaio qualitativo ou quantitativo de hidratos de carbono. O acido
periddico — reagente de Schiff (PAS) sdo muito utilizados para visualizar mucinas,
glicoproteinas, glicogénio e outros polissacarideos em tecidos e células [58].

Neste método a amostra e o acido periédico (HslOg) sdo colocados numa microplaca e
incubados durante 1,5h a 37°C seguido da colocacdo do reagente de Schiff. A absorvancia é
lida a 550 nm [58].

e Viatransmitancia

Neste método a transmitdncia das nanoparticulas em conjunto com as mucinas sao
medidas a 500 nm. Os dados obtidos sdo reportados em percentagem de transmitancia e sdo
calculados como a razdo entre os valores de transmitancia da amostra e da mucina. Uma
diminuicdo na percentagem de transmitancia da amostra indica propriedades mucoadesivas
[59].

1.4 Objetivos do trabalho

A realizacdo deste trabalho teve como principal objetivo a producdo de um nanosistema
baseado em biopolimeros mucoadesivos para a entrega direcionada de péptidos no trato
gastrointestinal. As principais tarefas relacionadas com a consecucao deste objetivo foram:

e Otimizacédo da sintese de nanoparticulas contendo quitosano, acido hialurénico e sulfato

de condroitina, utilizando a técnica da coacervacéo;

e Caracterizagdo das nanoparticulas de acordo com o seu tamanho (DLS e microscopia

eletrénica de varrimento (SEM)), carga superficial (DLS);

e Caracterizagdo das propriedades mucoadesivas das nanoparticulas;

e Caracterizagdo funcional das particulas otimizadas;

e Estudo do efeito do encapsulamento na estabilidade do péptido em condicdes

gastrointestinais in vitro.
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1.5 Estrutura da dissertacéao

Esta dissertacdo refere-se a criacdo de um nanosistema com propriedades mucoadesivas
para a entrega direta de péptidos no trato gastrointestinal.

A dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos. Introducéo, estado da arte, parte
experimental, resultados e discussao e conclusao.

No primeiro capitulo referente a introdugdo, abordam-se trés temas fundamentais,
encapsulamento, biopolimeros e mucoadesividade. No subcapitulo encapsulamento, € efetuado
um estudo sobre o encapsulamento de péptidos, as técnicas de encapsulamento, os critérios
para a determinacdo da qualidade do encapsulamento e o controle da libertacdo do péptido. No
que diz respeito aos biopolimeros, é realizado uma breve apresentacdo dos biopolimeros
utiizados para a produgcdo do nanosistema mucoadesivo. Por fim, no subcapitulo da
mucoadesividade, apresenta-se uma breve explicacdo sobre o tema, as moléculas
mucoadesivas, os fatores que influenciam a mucoadesdo e os métodos para a sua
quantificagao.

O segundo capitulo concentra-se no estado da arte. Dentro deste capitulo, existe dois
subcapitulos. O primeiro refere-se as caracteristicas das particulas que vao ser produzidas
durante o trabalho e o segundo centra-se nas aplicacdes farmacéuticas e alimentares das
nanoparticulas.

No terceiro capitulo, irA ser apresentada toda a parte experimental do trabalho, desde a
sintese das nanoparticulas, a caracterizagcdo das particulas de acordo com o tamanho, carga e
polidispersidade, caracterizagdo da mucoadesividade através do método QCM e do método da
interagdo das nanoparticulas com as mucinas, caracterizacdo funcional das particulas
otimizadas através da otimizagdo da eficiéncia de encapsulagdo do péptido, do estudo da
estabilidade das particulas, estudo da permeabilidade do péptido em cultivo celular de células
do epitélio intestinal e avaliacdo da toxicidade em células Caco-2. Também foi realizado um
estudo da internalizacdo das particulas e por fim é realizado um estudo do efeito do
encapsulamento na estabilidade do péptido em condi¢des gastrointestinais in vitro.

No capitulo referente aos resultados e discussdo poderdao ser encontrados os resultados
experimentais obtidos, relativamente a caracterizacdo e estudo das particulas, bem como as
discussfes associadas a estes.

No quinto e ultimo capitulo, vai ser referente as conclusdes do trabalho, tendo em conta as

dificuldades que foram surgindo durante o desenvolvimento do mesmo.
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2. Estado da arte

Neste capitulo serdo abordadas as nanoparticulas, em especifico as nanoparticulas que irdo
ser produzidas ao longo deste trabalho e as aplicacbes farmacéuticas e alimentares das

nanoparticulas.

2.1 Nanoparticulas

Os sistemas de entrega de compostos bioativos em nanoparticulas estdo em enorme
crescimento no setor alimentar, destinados a melhorar a qualidade e seguranga alimentar.
Recentemente as nanoparticulas sdo usadas para encapsular componentes bioativos, que
podem melhorar a salde e o bem-estar humano [18].

Existem varios tipos de nanoparticulas, dependendo dos materiais utilizados e do método
de preparacdo destas. Nos subcapitulos a seguir estdo apresentadas as nanoparticulas

produzidas neste trabalho e uma breve explicacdo destas.

2.1.1 Nanoparticulas de CH/TPP

A mistura da solugdo de CH com TPP produz nanoparticulas que podem variar num
didmetro entre dezenas a centenas de nandémetros (nm). Estas nanoparticulas tem atraido
grande interesse como veiculos de libertacdo controlada devido ao seus atributos, como
biocompatibilidade, mucoaderéncia e procedimento de preparacao facil [60].

As nanoparticulas de CH/TPP podem ser obtidas usando o CH que transporta apenas uma
carga positiva e o TPP que transporta cinco cargas negativas por molécula [10]. Na Figura 2.1,

esta apresentada a formulacdo das nano/microparticulas usando CH e TPP.
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Figura 2.1 — Formulagdo de nanoparticulas com CH e TPP [61].

O tamanho médio de uma particula de CH/TPP depende de muitos parametros como a forca
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ibnica, concentracdo de CH e TPP, procedimento de producgdo das particulas, temperatura, pH,
relacdo entre CH e TPP e o numero de agregacdo. O numero de agregacdo, é o numero de
cadeias agregadas de CH, numa particula de CH/TPP. A extensdo da agregacao aumenta com
a concentracdo da solucdo de CH, logo aumenta as frequéncias de colisdo entre as espécies
agregantes. Portanto, concentragdes mais altas de polimero, aumentam a polidispersidade (PlI).
Variar a concentracdo de CH, € uma maneira de ajustar o tamanho da particula de CH/TPP
[60].

Outro modo para controlar o tamanho das particulas € fazer variar a relacdo CH:TPP, que
afeta a densidade das ligacbes CH/TPP. Este método é eficaz no ajuste do tamanho de
particula, mas tem efeitos drasticos sobre o rendimento destas [60].

No caso do PI, estudos relevam que o Pl das particulas pode ser diminuida através da
reducdo do peso molecular do CH. O Pl também pode ser ajustada alterando-se as
composic¢des das misturas [60].

Através do método da coacervagéo, a solu¢éo de TPP é adicionada a solugédo de CH gota a
gota e as particulas séo formadas quando o CH e o TPP se misturam. Depois sdo recolhidas
por métodos de centrifugacdo e secagem. Na Figura 2.2, pode-se observar o CH e
nanoparticulas de CH/TPP em SEM. E possivel observar que o CH apresenta uma morfologia
superficial semelhante a uma membrana, no entanto ap0s a adicdo do TPP, as particulas
formaram-se espontaneamente. Os tamanhos das particulas podem variar entre os 100 nm a
poucos pm, de acordo com a concentracdo de CH e TPP, as massas e os métodos de secagem
[10].

Quitosano

4%

Figura 2.2 — Imagens de microscopia eletronica de varrimento mostrando nanoparticulas CH/TPP obtidas por adicao
de TPP [10].
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2.1.2 Nanoparticulas de CH/TPP/HA

As nanoparticulas podem ser obtidas usando o CH que transporta uma carga positiva, o TPP
que transporta cinco cargas negativas por molécula e o acido hialurénico (HA) que transporta
também carga negativa [10]. Na Figura 2.3, esta apresentada a formulacéo das nanoparticulas
usando CH, TPP e HA.

€

S

TPP Nanoparticulas

Figura 2.3 — Formulagdo de nanoparticulas de CH/ TPP/ HA [43,44].

A ligacédo entre o CH e o HA ocorre através da interagdo entre os grupos amina (NH%)
ionizados do CH e os grupos carboxilicos (CO0™) ionizados do HA. No entanto as atracdes
electroestaticas s6 podem ocorrer quando os dois polimeros séo ionizados simultaneamente
[64].

As particulas de CH/TPP revestidas com HA tornam a superficie da particula aniénica. As
particulas de CH/HA carregadas positivamente exercem efeitos téxicos sobre as células Caco-
2, comparando-as com as particulas carregadas negativamente [65].

A adsorcao de um polianido em nanoparticulas carregadas positivamente pode resultar
numa aglomeracdo e possivelmente floculacdo. Essa aglomeracdo pode ocorrer devido a
auséncia de estabilizacdo electroestatica durante os estados intermediarios da adsorcdo. A

aglomeracédo também depende da concentracdo e do tamanho das nanoparticulas [66].

2.1.3 Nanoparticulas de CH/CS

As nanoparticulas podem ser obtidas usando o CH que transporta uma carga positiva e com
o CS que transporta 2 a 3 cargas negativas por molécula, em funcéo do grau de sulfatacédo da
molécula.

A complexacao entre 0 CH e o CS ocorre devido a fortes interacdes electroestaticas entre os

grupos amino carregados com protdes (NH$) do CH, e dos grupos sulfato (—0S0%) e carboxilo
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(—C007) do CS. O CS é altamente sollivel em agua, enquanto que o CH necessita de acidos
inorganicos ou organicos para solubilizar em agua. Isto acontece por causa das forcas de
repulsdo electroestatica catidnica intramolecular [8].

As particulas CH/CS contém redes poliméricas hidrofilicas que podem absorver muito mais
agua do que o seu proprio peso e funcionam como uma matriz ideal para aplicacbes
biocompativeis e para materiais bioativos ambientalmente sensiveis [67].

Com o aumento da concentracao final de CH, numa relacdo de CH/CS fixa, existe tendéncia
para um aumento do potencial Zeta. Este acontecimento pode ser explicado pela carga
superficial positiva e pelo potencial Zeta crescente com 0 aumento do tamanho da particula e
pela area de superficie [67].

Na Figura 2.4, esta apresentado a formulacao das particulas de CH e CS.
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Sulfato de condroitina

Figura 2.4 — Formulagdo de nanoparticulas de CH/CS [68].
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2.2 Nanoparticulas em aplicacdes farmacéuticas e alimentares

Avancos significativos em biotecnologia e bioquimica levaram a descoberta de um grande
namero de moléculas bioativas. As nanoparticulas poliméricas permitem encapsular moléculas
bioativas e protegé-las contra a degradacéo enzimatica e hidrolitica [49].

O quitosano é um biopolimero de interesse na area farmacéutica e alimentar, pois além de
ser biocompativel e biodegradavel tem a caracteristica especial de aderir as superficies das
mucosas [69].

Existem na literatura alguns trabalhos, abaixo descritos, sobre aplicacbes das
nanoparticulas para a libertacdo controlada de farmacos e também na area alimentar como
transportadores de hidrolisados de proteina, utilizando as proteinas, os polissacarideos e os
lipidos.

2.2.1 Aplicacdes farmacéuticas

A entrega controlada de um medicamento no local alvo é um problema importante no
tratamento de muitas doencgas. Uma aplicagdo convencional de medicamentos € caracterizada
por eficicia limitada, baixa distribuicdo e falta de seletividade. Com isso, é necessario a
administracdo de maiores doses de medicacdo do que 0 necessario, o que traz efeitos toxicos
[70]. Estas limitacdes podem ser superadas através de um controlo na entrega do
medicamento. Assim, os sistemas de libertacdo controlada de medicamentos transportam o
farmaco para o local desejado e protegem-no da répida degradacéo, logo, consegue-se reduzir
a dose necessaria de farmaco, pois este vai para o local onde deve atuar. Desta forma, os
avancos cientificos nesta area sdo importantes, havendo, no entanto ainda alguns problemas
associados a estes [70].

Na Tabela 2.1, estdo apresentados alguns trabalhos publicados, relativos aos sistemas de

libertag@o controlada de farmacos.

Tabela 2.1 — Trabalhos publicados na literatura cientifica, relativos aos sistemas de libertacdo controlada de
farmacos em base de quitosano.

Tipo de estrutura

dos sistemas de . L Método de Agente bioativo Referéncia
. ~ Sistema polimérico 9 . Lo
libertacéo preparacéo libertado bibliogréafica
controlada (SLC)
Sistema de Modificagao fisica

particulas
(microparticulas)

reforcada com
modificagdo quimica
com genipina

Quitosano/ alginato Indometacina [71]
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Quitosano/ sulfato de

Modificagao quimica

condroitina com glutaraldeido Fluorouracil [72]
Modificacao fisica
com ides
N ca®*
NO — carboximetil  yi6iea 50 quimica BSA [73][741[72]
quitosano/ alginato A
com genipina
Modificagao quimica
com glutaraldeido
Quno_san_o/ N_,N Modificacdo quimica Clorotiazida [72]
dimetilacrilamida com glutaraldeido
Modificacsio quimica Claritromicina, tramadol
Quitosano §ao gt e heparina [75][76]
com genipina
BSA
. Modificacdo quimica .
Quitosano com glutaraldeido Insulina [72]
Quitosano/ TPP, PP Modificacgéo fisica 6-mercaptopurina [77]
Qunosanc_i_lpa;ldo fitico, Modificagao fisica Insulina [78]
Leucovorin e 5-
Quitosano/TPP Modificacgéo fisica fluorouracil insulina [79-82]
BSA ciclosporina A
. Modificacdo quimica Conjugado
Quitosano com glutaraldeido dextranodoxorrubicina [83]
Sistemas de Quitosano/alginato Modificagéo fisica Nifedipina [84]
particulas
(nanoparticulas) Quitosano/ alginato/ Modificacio fisica Curcumina [85]
Pluronic
Quitosano/ ciclodextrina Modificacgéo fisica Glutationa [86]
Quitosano Precipitacéo Gemcitabina [87]
Quitosano/ DNA Modificacao fisica DNA [88-89]

com TPP

* TPP — tripolifosfato de sodio; PP — polifosfato; BSA - albumina de soro bovino; DNA - &cido desoxirribonucleico.

2.2.2 Aplicacbes alimentares

As proteinas bioativas exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas, o que as torna
interessantes para aplicacdo em alimentos. Certos péptidos tém forte atividade antimicrobiana,
logo podem ser utilizados como agentes terapéuticos. As proteinas bioativas tém que ser

encapsuladas de modo a protegé-las durante a ingestdo, mas depois liberta-las no local
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apropriado. Foram desenvolvidos diferentes técnicas para encapsular as proteinas bioativas,

mas cada sistema tem as suas vantagens e desvantagens. A sele¢cdo do método mais eficaz

para o encapsulamento destas proteinas depende, de inUmeros fatores. No entanto, existe uma

série de desafios técnicos importantes que precisam de ser superados antes que estas

proteinas bioativas possam ser administradas com sucesso atraves da via oral [28].

Na Tabela 2.2, apresenta-se alguns métodos testados para o encapsulamento de péptidos,

utilizando as proteinas, os polissacarideos e os lipidos como transporte.

Tabela 2.2 — Encapsulamento de hidrolisados de proteina de alimentos e péptidos, com a utilizagéo de transportadores de

proteinas, polissacaridos e lipidos.

. Hidrolisado/ . ~
Matriz péptidos Metodologia Referéncia
SPI e HC foram pré-dissolvidos
SPI HC misturados e homogeneizados, secos [90]
por pulverizacdo
Coacervacédo: o HC aquoso foi
emulsionado em 6leo de soja para
SPI + pectina HC formar emulséo, seguida por [91]
emulsificacdo em SPI. A pectina foi
lentamente adicionada a emuls&o.
SPI disperso em agua, misturado com
SPI + gelatina HC gelatina e homogeneizado com CH, [92]
seguido por secagem por pulveriza¢éo
Proteica idroli ici
WPC e WPC + agitagao o ser dissonido & 5600 por
alginato de Hidrolisado de WPC 9 | &40 ale liofilizad - Fé [93]
s6dio pulverizagao; liofilizado ou misturado
mecanicamente
Adicao dos péptidos ao RPI pré-
RPI Péptidos de colza dissolvido e secagem por pulverizagdo [94]
da mistura.
Phe-Trp e . [95]
Os péptidos foram misturados com
WPI microesferas WPI e agitadas durante 24
h
Leu-Trp-Met-Arg-Phe [96]
MD + qoma- MD e goma-arabica diretamente
arétg)]ica Hidrolisado de frango adicionados ao hidrolisado e, em [15]
seguida, secos por pulverizagdo
MD e HC pré-dissolvidos misturados e
Polissacarideo MD HD homogeneizados, seguidos por [15]
secagem por pulverizacdo
Goma - A goma e o hidrolisado foram deixados
carboximetilada Hidrolisado numa solucéo de CaCl, para formar [97]
+alginatode  de Phaseoulus lunatus & 2P
s6dio contas

31



Biopolimeros mucoadesivos para a distribuicéo direcionada de péptidos no trato gastrointestinal | 2018

Goma-arabica

HD

Solugdo aquosa de goma e HC
preparada seguida de secagem por
pulverizacdo

(98]

MD +
ciclodextrina

Hidrolisado de proteina
de soro de leite

MD e CD foram separadamente
dispersos em &gua e misturados em
conjunto com o hidrolisado, evaporados
rotativamente e secos por pulverizagio

[99]

Quitosano

Polipéptido (Spirulina
platensis)

Gelificagéo inotropica: O quitosano foi
dissolvido em &cido acético,
centrifugado e a solugdo de

polipeptidica foi adicionada. O TPP
adicionado e agitado por 60 min e seco
na estufa

[100]

PC

Micropogonias furnieri
(peixe) hidrolisado

PC dissolvido em solvente orgénico e
evaporado, seguido de hidratacdo com
o hidrolisado. Aquecimento, agitacao,
sonicacao em ciclos

[101]

] PC
Lipossomas

Péptido de colagénio

PC dissolvido em solvente organico e
evaporado seguido de hidratagdo com o
hidrolisado. Encapsulamento por
sonicagao

[102]

PC + PG +
colesterol

HC

PC dissolvido em solvente organico e
evaporado seguido de hidratacéo.
Encapsulamento por sonicagéo

[103]

Lecitina

HC

Encapsulamento por agitacéo e
sonicagao

[104]

Acido esteérico
+PC

HC

Adicionou-se HC ao acido esteérico,
seguido da adicéo de PC pré-dissolvido
em tampao. A mistura foi
homogeneizada para formar uma
emulsdo

[103][105][106]

Liposfera

Acido esteérico
+ manteiga de
cupuagu

HC

A fase lipidica fundida (80% de &cido
estearico + 20% de manteiga de
cupuagu) foi misturada com 4% de
polissorbato, com agitacéo seguida de
arrefecimento do sistema de emulsédo

(18]

* SPI — hidrolisado de soja; HC — hidrolisado de caseina; WPC — hidrolisado de soro de leite; RPI — isolado de

proteina de couve-nabica; WPI — isolado de proteina de soro de leite; MD — maltodextrina; PC — fosfatidilcolina; PG —

fosfatidil-glicina.
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3. Parte experimental

Neste capitulo apresenta-se a metodologia utilizada para a realizacdo do trabalho. No
capitulo 3.1 sdo apresentados 0s reagentes/solu¢cdes utilizados ao longo do trabalho e no
capitulo 3.2 sédo descritos os métodos seguidos para a caracterizacao fisico-quimica e funcional
das particulas, a otimizacdo da eficiéncia de encapsulacdo do péptido saciante de soja (PSS), o
estudo da estabilidade das nanoparticulas, o estudo da permeabilidade do PSS em cultura
celular, a avaliacdo da toxicidade em células Caco-2 e o estudo do efeito do encapsulamento

na estabilidade do PSS em condi¢bes gastrointestinais in vitro.

3.1 Reagentes/Solucbes

3.1.1 Sintese de particulas

O CH a com peso molecular = 50 — 190 kDa e grau de desacetilagdo = 75 — 85% foi
obtidona Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

O CH B com peso molecular = 655 kDa e grau de desacetilagdo = 85% foi obtido a partir de
pernas de lulas (lllex argentinus) preparada de acordo com o artigo [107].

O HA foi obtido através da fermentacdo do Streptococcus zooepidemicus e preparado de
acordo com o artigo [108].

O CS com peso molecular = 45 kDa e Pl = 1,33, foi obtido a partir dos residuos da
Scyliorhinus canicula e preparado de acordo com o artigo [109].

O &cido acético e o &cido cloridrico foram obtidos na ThermoFischer Scientific (Waltham,
Massachusetts, EUA). O hidroxido de sédio foi obtido na empresa José Manuel Gomes dos
Santos, Lda (Odivelas, Portugal).

3.1.2 Caracterizacdo das particulas e ensaios de mucoadesividade

O acetato de uranilo a 4% utilizado no SEM, foi obtido na Delta Microscopies (Mauressac,
Francga).

As mucinas de estbmago de porco tipo Il e o reagente de Schiff foram obtidos na Sigma
Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). O etanol foi obtido na Honeyweel (Morris Plains, Nova
Jersey, EUA). O detergente de cuvetes foi obtido na Hellma Analytics). O acido periddico foi

obtido na Merck Milipore (Burlington, Massachusetts, EUA).

3.1.3 Otimizacdo da eficiéncia de encapsulacéo do PSS
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O péptido saciente de soja (PSS) com a sequéncia de aminoacido: EITPEKNPQLR foi
obtido através da Chinapeptide (China), com um grau de pureza de 99%. O Aacido
trifluoroacético (TFA) foi obtido na Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). A solugédo de
acetonitrilo (ACN) foi obtida na VWR International (Radnor, Pensilvania, EUA).

3.1.4 Ensaios de cultura celular

A solucdo de Hanks” Balance Salt (HBSS) foi obtida na Merck Milipore (Burlington,
Massachusetts, EUA). O glicerol foi obtido pela ThermoFischer Scientific (Waltham,
Massachusetts, EUA). As células Caco-2 foram obtidas na American Type Culture Collection
(ATCC) (Manassas, Virginia, EUA). O Minimum Essencial Medium (MEM) foi obtido na Biowest
(Missouri, USA). O soro fetal bovino (PBS), os aminoacidos ndo essenciais, a tripsina-EDTA e
a penicilina foram obtidos na Merck Milipore (Alemanha). O piruvato de sédio, e o
demetilsulféxido (DMSOQO) preparado a 40% em meio de cultura, foram obtidos na Sigma Aldrich
(St. Louis, Missouri, EUA). O MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) e a
resazurina foram obtidos na Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). O isopropanol foi obtido
na Honeyweel (Morris Plains, Nova Jersey, EUA).

O triton x-100 foi adquirido na Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

O paraformaldeido (PFA) a 4%, a faloidina-tetrametil-rodamina B, e o fluoroshield foi obtido
na Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). O 4, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), foi obtido na
Invitrogen (Califérnia, EUA) .

3.1.5 Estudos de digestao simulada in vitro em sistema estatico

O cloreto de potassio, fosfato monopotassico, cloreto de sédio, bicarbonato de sédio,
cloreto de magnésio hexaidratado, carbonato de amonio, cloreto de calcio dihidratado, pepsina,
bile e a pancreatina foram obtidas na Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). A lecitina foi

obtida na Solegraells Guzman (Barcelona, Espanha.).

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese das nanoparticulas

A sintese das nanoparticulas foi efetuada através do método da coacervacao, que consiste
na separagdo em duas fases liquidas em sistemas coloidais. Este método da origem a duas
fases, uma rica em polimero e outra deficitaria em polimero. As solugbes de CH foram

preparadas usando acido acético 1% (v/v), com o posterior acerto do pH a 5, com NaOH a 1
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mol/L. A solucéo de TPP foi preparada em &gua ultrapura e posterior acerto do pH a 7, com HCI
a 1 mol/L. O HA e o CS foram preparados com &gua ultrapura e posterior acerto do pH a 7,
usado HCIl e NaOH a 1 mol/L, respetivamente.

Sintese das nanoparticulas de CH/TPP

A solucado de CH (com volumes de 20 mL e concentragdes de CH a -1,2 mg/mL; CHB - 1,2
e 0,6 mg/mL) foi colocada sob continua agitacdo a 600 rpm, a temperatura ambiente. A solucao
de TPP (com volumes de 4 mL e concentracdes de 1,2; 1,5; 2 e 3 mg/mL) foi adicionada
lentamente através de uma bomba e uma seringa (a uma taxa de 0,2 mL/min) a solu¢do de CH,
formando assim particulas de CH/TPP. As nanoparticulas foram formadas em razdes de massa
CH/TPP de (2:1; 3:1; 5:1). A solucéo final foi mantida em agitacdo a 200 rpm durante 30

minutos para estabilizacdo do sistema.

Sintese das nanoparticulas de CH/TPP/HA

As solugbes de TPP (com volumes de 0,67 mL e concentragdes de 0,5 e 1 mg/mL) e HA
(com volumes de 2 mL e concentracdes del e 2 mg/mL) foram misturadas e colocadas sob
agitacdo continua a 1200 rpm, a temperatura ambiente. A solugdo de CH (com volumes de 1,33
mL e concentragbes de CH a e B de 0,5 e 1 mg/mL) foi adicionada rapidamente através de uma
pipeta automatica a solucao de TPP/HA, formando as particulas CH/TPP/HA. As nanopatrticulas
foram formadas em razdes de massa CH/HA de (1:3), a diferentes concentracbes de CH, TPP e
HA. A solucéo final foi mantida em agitacéo a 200 rpm durante 30 minutos para estabilizacdo do

sistema.

Sintese das nanoparticulas de CH/CS

A solucdo de CH (com volumes de 2 mL e concentragbes de 0,5 e 1 mg/mL) foi colocada
sob agitacao continua a 1200 rpm, a temperatura ambiente. A solu¢do de CS (com volumes de
2 mL e concentracdes de 0,5 mg/mL) foi adicionada rapidamente através de uma pipeta
automatica a solucéo de CH, formando as particulas CH/CS. As nanoparticulas foram formadas
em razdes de massa CH/CS de (1:1; 2:1). A solugéo final foi mantida em agitagdo a 200 rpm

durante 30 minutos para estabilizacdo do sistema.

3.2.2 Caraterizacao fisico-quimica das particulas
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Dentro da caracterizacdo fisico-quimica das particulas encontra-se a analise do tamanho
carga e indice de polidispersdo (Pl) e as propriedades mucoadesivas mediante o estudo da
interacdo das nanoparticulas com as mucinas através do método da microbalanca de quartzo

(QCM) e outros métodos de quantificacao.

3.2.2.1 Anédlise do tamanho, carga superficial e indice de polidispersao (Pl)

As analises do tamanho, Pl e potencial Zeta das particulas produzidas foram realizadas
através do Dynamic Light Scattering (HORIBA, SZ-100), a 25°C, com um angulo de dete¢éo de
173°. Para o tamanho da particula e o PI, foi utilizada uma cuvete de faces transparentes e para
o potencial Zeta foi utilizada uma célula descartavel de amostras aquosas (V=100 uL). O
experimento inicia-se com a adicdo da solugcdo de particulas a cuvete e a sua colocacdo no
DLS. Todas as amostras foram medidas cinco vezes. Os resultados obtidos foram analisados

com o software do DLS.

3.2.2.2 Analise de morfologia mediante microscopia eletrénica de varrimento
(SEM)

As imagens das nanoparticulas foram obtidas por microcospia eletrénica de varrimento,
SEM, utilizando um FEI Quanta 650 FEG Environmental SEM. Para isso, as nanoparticulas
foram sintetizadas e diluidas (5x) em agua ultrapura. De seguida, uma gota da amostra foi
colocada numa placa de silicio de 10 x 10 mm e secas durante 12h & temperatura ambiente
numa camara fechada. Para aumentar o contraste, as amostras foram coradas com acetato de
uralino a 4%, seguindo as instru¢des do fabricante. As imagens foram adquiridas a uma tenséo

de 3,0 kV usando um detetor para eletrdes secundarios (Everhart-Thornley Detector, ETD).

3.2.2.3 Avaliacdo das propriedades mucoadesivas das nanoparticulas

As propriedades mucoadesivas das nanoparticulas foram quantificadas mediante avaliacdo
da adesao das mucinas a superficie das nanoparticulas. A quantificacdo desta interacédo
realizou-se utilizando uma microbalanca de quartzo (QCM), avaliando as diferencas na
frequéncia de vibracdo de um cristal de quartzo revestido de ouro na presenca de
nanoparticulas. Complementarmente, realizaram-se ensaios para quantificar esta interacao
baseados na medicdo do tamanho e potencial Zeta das nanoparticulas, mediante ensaio

colorimétrico e utilizando medi¢Bes de transmitancia.
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3.2.2.3.1 Método da microbalanca de quartzo (QCM)

Preparacéo dos sensores QCM

Os sensores de QCM revestidos de ouro foram limpos antes e depois do seu uso, através
da sua imersdo numa solu¢do com o detergente de cuvetes diluido em agua ultrapura, numa
proporcdo de 1,5% (v/v), durante 30 minutos a 60°C. Este procedimento foi repetido duas

vezes, com limpeza de agua e etanol depois de cada imersdo na mistura.

Ensaios com QCM

Os ensaios foram realizados utilizando o instrumento openQCM (Novaetech, UK). As
caracteristicas do equipamento séo:
e Frequéncia padréo: 10 MHz;

e Material do elétrodo: Ouro, com substrato de titanio.

Todos as experiéncias foram conduzidos a temperatura ambiente e seguiram-se as
seguintes etapas: 1) Inicialmente foi injetada dgua ao sistema de modo a verificar uma
frequéncia (Af<2 Hz) a 200 pL/min. 2) Apos a estabilizacdo do sistema, o fluxo foi diminuido
para 30 pL/min até que o sistema estabiliza-se novamente. 3) Foi introduzida a solugdo de
mucinas até que o sinal f estabiliza-se. 4) Posteriormente, o cristal foi lavado com agua, durante
10 minutos com o objetivo de remover as mucinas que nao ficaram ligadas. A solucdo de
mucinas foi preparada todas as semanas numa concentra¢do de 0,3 mg/L em agua ultrapura e
filtrada através de um filtro de 5 um. 5) Apds a remog¢ao das mucinas nao ligadas, procedeu-se
a injecdo da solucdo de nanoparticulas até que o sinal ficasse estabilizado. 6) Por fim, as
particulas ndo ligadas foram removidas utilizando agua durante 10 minutos.

Os resultados obtidos foram analisados com o software Mathematica (Wolfram Research,
Inc., Mathematica, Versao 10.1, Champaign, IL, USA, 2015).

Todas as particulas foram testadas duas vezes empregando a mesma concentracdo de

polimero total (0,3 mg/mL).

Para iniciar as avaliagbes seguintes de adesdo das mucinas, as amostras passaram por um
procedimento inicial: nanoparticulas (0,3 mg/mL) foram misturadas numa proporgédo 1/1 (v/v)

com mucinas a 0,6 mg/mL e incubadas a (37°C durante 3h a 300 rpm).
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3.2.2.3.2 Avaliacdo da adesdo das mucinas via tamanho das particulas

e potencial Zeta

Este método foi realizado de acordo com a publicacdo [57]. Inicialmente mediu-se o
tamanho e o potencial Zeta das nanoparticulas e das mucinas, separadamente. No final da
incubacdo acima descrita, o tamanho das particulas e o potencial Zeta dos sistemas

“nanoparticulas + mucinas” foram medidos novamente.

3.2.2.3.3 Avaliacdo da adesdo das mucinas via ensaio colorimétrico

Inicialmente as soluc¢des depois de incubadas foram colocadas a centrifugar a 10.000 rpm
durante 20 minutos. Posteriormente 25 pL de amostra (sobrenadante resultante da
centrifugacéo) foi colocado em cada po¢o de uma microplaca, seguido da colocagéao de 120 pL
de acido periodico 0,06% (v/v) em acido acético 7% (v/v). A microplaca é tapada e incubada a
37°C durante 1,5 horas. Depois de arrefecida, sdo adicionados 100 uL do reagente de Schiff, e
a microplaca é colocada em agitacdo durante 5 minutos seguido de 25 minutos de repouso. A
leitura das absorvancias é realizada a 550 nm [58].

Neste método, foi realizada uma reta de calibracdo com as mucinas as concentracdes de: 1;
0,5; 0,25; 0,125; 0,05 mg/mL.

3.2.2.3.4 Avaliagdo da adesdo das mucinas via medicdo da

transmitancia

Depois de incubados os sistemas “nanoparticulas + mucinas” foram colocados em pocos de
uma microplaca. A transmitancia das solugdes foi medida a 500 nm. Calculou-se a raz&o entre

a transmitancia da amostra e das mucinas [59]:

— T 4100 (Equacéo 1)

mucinas

%T/TO ==

Em que:

%T — Percentagem da transmitancia das “nanoparticulas + mucinas”;

Tmucinas - Transmitancia das mucinas.
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3.2.3 Caracterizagédo funcional das particulas otimizadas

A caracterizacdo funcional das nanopaticulas foi realizada através de um conjunto de
métodos, otimizagdo da eficiéncia de encapsulacdo do PSS, estudo da estabilidade das
nanoparticulas, estudo da permeabilidade do PSS em cultura celulares e avaliacdo da
citoxicidade usando células Caco-2.

Para os estudos a seguir, selecionou-se uma das formula¢des das particulas avaliadas. A
escolha da sintese foi realizada a partir dos resultados de mucoadesividade. Assim, a sintese
de particulas escolhida foi a CH (0,5 mg/mL)/ TPP (0,5 mg/mL)/ HA (1,0 mg/mL).

3.2.3.1 Otimizagéo da eficiéncia de encapsulagdo do PSS

Encapsulagéo do PSS

A andlise da encapsulacdo do PSS foi realizada por HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia), utilizando o sistema Agilent Technologies 1200 infinity, equipado com uma coluna
Phenomenex (Aeris™ 3,6 um PEPTIDE XB-C18 (150 x 2,1 mm)). Esta técnica permite separar
e determinar espécies numa variedade de materiais organicos, inorganicos e bioldgicos. Nesta
cromatografia, a fase mével é um solvente liquido que contém a amostra com uma mistura de
solutos [110].

As fases moveis utilizadas foram HPLC: A) H,O + TFA 0,1% (v/v) e B) ACN + TFA 0,1%
(v/v), previamente filtradas (0,45 pm). Para a quantificagdo do PSS utilizou-se um método de
separacdo em gradiente, com a seguinte sequéncia: incremento de 12-29% de B durante 6 min,
29% de B durante 2 min e 29-12% de B durante 2 min, previamente otimizado. O fluxo da fase
mével foi de 0,3 mL/min, sendo o tempo de retencdo do PSS de 4,9 min. O volume de injecao
foi de 50 pL e o comprimento de onda de detecao foi de 220 nm.

Para otimizar a eficiéncia de encapsulacéo testaram-se diferentes concentracfes de PSS:
10, 20, 50, 100 e 200 mg/L. Para isso, no meio de sintese adicionou-se um volume de 100 pL
de solucbes de stock para atingir as concentracdes finais referidas. Depois da sintese, o0 PSS
ndo encapsulado foi separado mediante centrifugacédo a 1000 rpm, durante 45 min, de forma a
retirar o sobrenadante que continha o PSS livre. O sobrenadante foi filtrado (PES, 0,22 um) e

analisado por HPLC. O PSS encapsulado foi calculado de acordo com:

Psstotal_ l:‘Sslivre
PSS¢otal

%PSSnanoencapsulado = ( )X 100 (Equacéo 2)
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3.2.3.2 Estudo da estabilidade das nanoparticulas

O estudo da estabilidade das nanoparticulas foi realizado através da andlise do tamanho e
do PI das particulas, ao longo do tempo, no DLS (HORIBA, SZ-100), a 25°C. O ensaio foi
executado com a sintese de nanoparticulas, que foi escolhida através dos ensaios de
mucoadesividade. Foram analisadas, as particulas, o PSS nanoencapsulado e as particulas
diluidas em agua. Nas duas primeiras a analise € efetuada ao longo de oito dias, enquanto que

a Ultima é analisada durante nove dias.

3.2.3.3 Estudo da permeabilidade em células Caco-2 + HT29-MTX

O estudo da permeabilidade intestinal do PSS (livre e encapsulado) foi realizado em linhas
de células do epitélio intestinal humano (Caco-2 + HT29-MTX). Foi também realizado um ensaio
controlo usando PSS livre em transwells sem células para verificar se o PSS livre passava a

membrana.

O estudo da permeabilidade foi realizado com PSS livre a uma concentragdo de 50 mg/L e
no caso do PSS nanoencapsulado foi usada uma concentragdo inicial de PSS de 100 mg/L.
Para isso foi necessério retirar o0 PSS ndo encapsulado apds o processo de encapsulacao por
centrigugacdo. ApOs o processo de encapsulamento a mistura foi colocada em eppendorf’s de
1,5 mL, contendo 10 a 15 pL de glicerol (para que o pellet formado seja mais facil de
ressuspender). Centrifugou-se durante 40 minutos a 13300 rpm. Depois da centrifugacéo
retirou-se o sobrenadante (PSS livre) e adicionou-se 1 mL de HBSS nos eppendorf’'s. As
solucdes finais foram filtradas através de um filtro de seringa PES 0,45 um, em ambiente estéril.

As amostras para aplicacdo nas células foram: a) PSS diluido em tampao HBSS até uma
concentracdo de 50 mg/L e filtrado através de um filtro de seringa (PES de 0,22 um), em
ambiente estéril e b) PSS nanoencapsulado e filtrado através de um filtro de seringa (PES de
0,45 pm), em ambiente.

As células Caco-2 foram cultivadas em transwell (Figura 3.1) colocadas numa placa de 12
pocos a 37°C em ar humidificado com 5% de diéxido de carbono (CO,) em meio de cultura até
21 dias para diferenciagdo. O meio de cultura, Minimum Essential Medium (MEM) foi
suplementado com 20% de soro fetal bovino , 0,11 g/L de piruvato de sodio, 1% de
aminoacidos ndo essenciais e 1% de penicilina/ estreptomicina. O meio de cultura foi
substituido a cada dois dias e a TEER (resisténcia elétrica transepitelial) medida a cada troca

de meio.
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Transwell insert s————)
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| PEBBETBDR
Membrana de filtro, e—|_ado basolateral

Figura 3.1 — Representacéo in vitro utilizado na determinacao da permeabilidade intestinal [111].

O ensaio de permeabilidade foi iniciado com trés lavagens dos inserts (lado apical e lado
basolateral), usando HBSS pré-aquecido. De seguida foi colocado 1,5 mL no lado basolateral e
0,5 mL no lado apical de HBSS, pré-aquecido, e a placa foi incubada por 15 min, a 37°C e 100
rpm (agitador orbital de bancada). A TEER foi medida de seguida (Oh — inicio do ensaio). Os
500 pL de HBSS do lado apical foram retirados e substituidos por 500 uL de amostra a testar. A
placa foi colocada a incubar a 37°C e 100 rpm. O ensaio foi realizado durante 4h, em que a
cada hora foi medida a TEER e retirada 200 pL de amostra no lado basolateral e foi reposto 200
uL de HBSS pré-aquecido no mesmo lado.

Apo6s ler a dltima TEER (apés 4h de ensaio), foram recolhidos separadamente os lados
apical e basolateral. Posteriormente os inserts foram lavados trés vezes com HBSS, usando 1
mL no lado basolateral e 0,5 mL no lado apical. De seguida foi colocado 1,5 mL de HBSS no
lado basolateral e 0,5 mL no lado apical, e a placa foi incubada durante 15 min, a 37°C e 100
rom e a TEER foi medida. Depois, todo o HBSS foi retirado adicionado 200 L de triton 1% (v/v
preparado com HBSS) para lisar as células e a placa foi incubada por 5 min, a 37°C e 100 rpm.
Foi adicionado mais 300 pL de HBSS a cada insert e foi tudo recolhido para um falcon que foi
posteriormente centrifugado al1080 rpm, durante 10 min. Os sobrenadantes foram recolhidos

para andlise no HPLC, de acordo com o capitulo 3.4.1.

O ensaio sem células, iniciou-se com a colocacéo de 1,5 mL de HBSS em cada poco da
placa de 12 pocos. Seguidamente foi colocado o insert e 500 pL do PSS em cada insert. A
placa é colocada a incubar a 37°C e 100 rpm durante 4 horas. A cada hora foi retirado 200 pL
do lado basolateral para analise posterior no HPLC e reposta a mesma quantidade de HBSS.

Para quantificar a massa de PSS acumulado ao longo do tempo, utilizou-se a equacdao:
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(Massapss)t=
PSSJt=x X 100
(Massapss)t=o

%PSSpasolateral = (Equagéo 3)

Em que:
(Massapss)i=x = Massa de PSS no lado basolareral ao tempo de ensaio x (1, 2, 3 e 4h);

(Massapss)i=g = Massa de PSS no lado basolareral ao inicio do ensaio.

A percentagem (%) de PSS na basolateral, para os tempos 2, 3 e 4 foi calculado
acumulativamente, sendo a soma do resultado da Equacao 3 correspondente a cada tempo e o

resultado da massa tirada no tempo anterior.

3.2.3.4 Avaliacdo da citoxicidade em células Caco-2

Os ensaios de citoxicidade foram realizados com trés tipos de amostras: PSS livre a 50

mg/L, nanoparticulas e PSS nanoencapulado a 50 mg/mL.

O MTT é um ensaio colorimétrico utilizado para a avaliagdo da proliferacao celular e
consequentemente da citoxicidade in vitro. O nimero de células viaveis pode ser inferido pela
quantificagdo da absorvancia apds incubacdo das células com o composto. Isto acontece
porque o anel tretazole, sofre uma reducdo enzimatica dentro das células viaveis
transformando-o num o sal que precipita em cristais de cor azul (formazan) e que sdo sollveis
em isopropanol [107,108].

A resazurina € um indicador de oxidag&o-reducgéo usado para avaliar o crescimento celular.
E um corante azul ndo fluorescente e nédo téxico que se torna rosa e fluorescente quando é
reduzido a resorufina por oxidoredutases presentes em células vivas [118].

Para avaliar a citoxicidade das nanoparticulas, foi necesséario fazer uma separagdo do
polimero livre das restantes nanoparticulas e no caso do PSS nanoencapsulado fazer a
separacao do PSS livre. Esta separacéo esta explicada no capitulo anterior 3.2.3.3.

As células foram cultivadas em MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS),
1% de aminoéacidos nao essenciais, 1% de piruvato de sodio e 1% de penicilina/ estreptomicina.
Seguidamente as células foram mantidas a 37°C e 5% de CO, em frascos de 75 cm?. As
células confluentes foram destacadas com uma solucédo de tripsina-EDTA a 0,25% e depois
precipitadas por centrifugagéo a 1080 rpm durante 5 min e ressuspensas em meio de cultura a
uma concentracdo de 1x10° células/mL. As células foram semeadas em placas de 96 pocos,
100 pL/poco para uma concentracéo final de 1x10* células/poco e deixadas a aderir, de um dia

para o outro, a uma atmosfera de 5% de CO,, a 37°C.
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Para avaliar a citoxicidade das amostras, foram realizados dois tipos de ensaios para
determinar a viabilidade celular apds diferentes tempos de contacto (4 e 24h) com as amostras:
0 ensaio de MTT (quantificacdo por absorvancia e o ensaio com resazurina (quantificacéo por
fluorescéncia). Ap6s a adesdo retirou-se todo o meio de cultura e adicionou-se 200 pyL de
amostra (PSS livre, particulas e PSS nanoencapsulado) preparadas em &gua destilada e
diluidas em meio de cultura (10% v/v) e ficaram em contato durante 4 e 24 h. Foi realizado um
controlo negativo, utilizando as células em crescimento no meio de cultura MEM com 10% (v/v)
de agua destilada (considerada como 100% de viabilidade celular) e um controlo positivo de
morte celular, usando 40% (%v/v) de DMSO. Na Figura 3.2, pode observar-se a microplaca com

0s pogos utilizados no ensaio.
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Figura 3.2 — Microplaca de 96 pocos com os pogos utilizados no ensaio. 1 — 40% DMSO; 2 — Meio de cultura (MEM);
3 - 10% H20; 4 — PSS 50 mg/L; 5 — Nanoparticulas; 6 — PSS nanoencapsulado 50 mg/L.

No ensaio de resazurina:

Para 4 e 24h foram adicionados 20 pL de solugdo de resazurina (0,15 mg/mL em PBS) a
cada poco (concentracdo final de 0,015 mg/mL) e a placa foi incubada por 4h. Para medir a
intensidade da fluorescéncia que é proporcional ao nimero de células viaveis foi utilizado um
leitor de fluorescéncia de microplacas (Synergy, BioteK H 1, EUA), lendo a intensidade de
fluorescéncia a um comprimento de onda (M) de excitagdo de 560 nm e um A de emisséo de 590

nm.
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A percentagem de viabilidade celular foi expressa como a percentagem de fluorescéncia
nas células tratadas com as amostras, em relagédo a percentagem de fluorescéncia das células

que cresceram no meio de cultura com 10% (v/v) de agua destilada (controlo negativo).

No ensaio de MTT:

Foram retiradas as solu¢cbes dos pogos para os tempos de incubacdo 4 e 24h e foram
adicionados 100 pL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL em PBS) a cada poco e a placa foi
incubada por 2,5h. Depois da incubacédo a solugcdo de MTT foi removida e os cristais de MTT-
formazan foram dissolvidos em 100 pL de isopropanol. A absorvéancia foi medida a 570 e 690
nm utilizando um leitor de microplacas (Synergy, BioteK H 1, EUA). A percentagem de
viabilidade celular foi expressa como a percentagem de fluorescéncia das células tratadas com
as amostras, em relagdo a percentagem de fluoréncia das células que cresceram no meio de

cultura com 10% (v/v) de agua destilada (controlo negativo).

3.2.3.5 Estudo dainternalizac&o das particulas

As nanoparticulas foram incubadas com células Caco-2/HT29-MTX (proporcdo 9:1)
diferenciadas. Uma vez diferenciadas (ap6s 21 dias em cultura), as células foram lavadas com
PBS pré-aquecido, fixadas com PFA a 4% por 30 min, lavadas com PBS, permeabilizadas com
Triton X-100 a 0,2% (v/v), lavadas novamente com PBS e incubadas com isotiocianato de
faloidina-tetrametil-rodamina B por 1h. Apds a lavagem com PBS, e DAPI (200 ng/mL) foi
adicionado e incubado durante mais 30 min e apés lavagem, as células foram cobertas com
Fluoroshield e observadas usando um microscépio invertido Carls Zeiss no sistema confocal
LSM 780 (Software: Zen 2010).

3.2.4 Estudo in vitro do efeito do encapsulamento do PSS na sua estabilidade

em condi¢Bes gastrointestinais

Neste estudo foi avaliado o efeito do encapsulamento nas varias fases de digestéo: oral,
gastrica e intestinal. Os ensaios foram realizados para o PSS livre a 50 mg/L e o PSS
nanoencapsulado na mesma concentracdo. Foram realizadas trés réplicas para cada amostra e
um controlo (sem amostra). Neste estudo foram utilizados fluidos simulantes: salivar (SSF),

géstrico (SGF) e intestinal (SIF), preparados de acordo com a Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Fluidos simulantes usados no processo de digestao in vitro.

SSF (pH=7) SGF (pH=3) SIF (pH=7)
Concentracéo
Solucdes Vadicionado [salfinal Vadicionado [sallfinal Vadicionado [sallfinal
g/L mol/L mL mol/L mL mol/L mL mol/L
KCI 37,3 0,5 15,1 15,1 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO4 68 0,5 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCOs 84 1,0 6,8 13,6 12,5 25 42,5 85
NaCl 117 2 - - 11,8 47,2 9,6 384
MgCl>(H20)s 30,5 0,15 0,5 0,15 0,4 0,12 11 0,33
(NH4)2CO3 48 0,5 0,06 0,06 0,5 0,5
CaCly(H20), 44,1 0,5 - 15 - 0,15 - 0,6
HCI - 6 0,09 11 1.3 15,6 0,7 8,4

Foram adicionados cerca de 350 mL de &gua ultrapura as solugfes e o pH ajustado com
(NaOH ou HCl a 1M) e o volume acertado para 400 mL.
Fase oral (condi¢bes: pH=7, T=37°C; t=10 min):

Num falcon de 50 mL foi colocado 5,0 mL de amostra, 4,0 mL de SSF, 25,0 uL de CaCl,
(0,3M) e 975,0 yL de agua ultrapura.

Fase gastrica (condi¢gbes: pH=3, T=37°C, t=2h):

Adicionou-se 7,5 mL de SGF com 1% de lecitina, 1,6 mL de pepsina (preparada a 1% (m/v)
em SGF), 5,0 uL de CacCl, (0,3M), 0,2 mL de HCI (1M) e 695,0 uL de agua ultrapura. Acertou-se
opHas3.

Fase intestinal (condicdes: pH=7, T=37°C, t=2h):

Adicionou-se 11,0 mL de SIF, 5,0 mL de pancreatina (preparada a 7% (m/v) em SIF), 2,5
mL de bile (preparada a 4% (m/v) em SIF), 40,0 yuL de CaCl, (0,3M), 150,0 pL de NaOH (1M) e

1,31 mL de agua ultrapura. Acertou-se o pH a 7.

45



Biopolimeros mucoadesivos para a distribuicéo direcionada de péptidos no trato gastrointestinal | 2018

No final de cada fase foram retiradas duas amostras de 1,0 mL de cada réplica e foram
colocadas em gelo durante 5 min. Posteriormente as duas amostras foram centrifugadas a

13300 rpm, durante 10 min, Os sobrenadantes foram retirados e analisados por HPLC.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo apresentam-se 0s principais resultados experimentais obtidos. Os que
correspondem a caracterizagao fisico-quimica das particulas encontram-se no subcapitulo 4.1,
onde foi selecionada a sintese de nanoparticulas mais mucoadesiva. No subcapitulo 4.1
encontram-se 0s resultados da caracterizacdo funcional das particulas otimizadas, em que
foram estudados a eficiéncia de encapsulacdo do PSS (onde foi selecionada a concentracao
6tima de péptido para encapsular), a estabilidade das particulas, e permeabilidade do PSS e a
avaliacdo da citoxicidade. Por fim, no subcapitulo 4.1, apresentam-se 0s resultados da

estabilidade do PSS na digestao in vitro.

4.1 Caracterizacéo fisico-quimica das particulas

Neste subcapitulo pretende-se efetuar uma andlise as caracteristicas das particulas
sintetizadas. Os parametros a discutir neste subcapitulo foram o tamanho, PI, potencial Zeta,

carga e a mucoadesividade.

4.1.1 Tamanho, carga superficial e indice de polidisperséo (PI)

Foram preparadas particulas de trés tipos: CH/TPP, CH/TPP/HA e CH/CS. Para cada um
dos tipos de particulas, foi avaliada a produ¢ao empregando CH em a forma molecular a (CHa)
e B (CHB). A andlise do tamanho, PI e carga superficial das particulas foi efetuada mediante
DLS. Para todas as tipologias de particulas, foram realizados varios ensaios com diferentes
concentracdes e relagbes em massa dos polimeros e TPP. A relagdo em massa € um
parametro muito importante para a formacdo de nanoparticulas, uma vez que afeta a eficiéncia

de reticulacdo entre os distintos componentes.

Na Tabela 4.1 apresentam-se as concentracbes (mg/mL) do CH e do TPP, a relacdo
CH/TPP (m/m), as médias e os desvios das andlises das particulas CH/TPP. Todos os

resultados das analises destas particulas estdo apresentados na Figura 4.1 do Anexo A.

Tabela 4.1 — Concentracdo (mg/mL), relagcdo CH/TPP (m/m), média e desvio padrédo dos resultados a andlise das
particulas CH/TPP.

Concentragéo
Relacdo CH/TPP Potencial
Amostras (mg/mL) Tamanho (nm) Pl

m/m Zeta (m
CH TPP ( ) (mV)
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CHaTPP, 1,2 1,2 5 182,9+71,0 0,382 + 0,08 21,1+10
CHaTPP2 1,2 2,0 3 178,5+20,4 0,952 +0,04 131+2,4
CHaTPP3 12 3,0 2 340,0 + 53,6 0,256 + 0,03 185+5,6
CHBTPP4 12 12 5 328,4+17,9 1,283+0,18 -

CHBTPPs 1,2 2,0 3 3151+1,34 0,445 +0,01 175+3,4
CHBTPPg 0,6 15 2 300,9 +9,48 0,364 + 0,05 18,05+14

O tamanho das particulas variou entre cerca de 178 nm e 340 nm. Com o CH a, os menores
tamanhos (préximos a 180 nm) foram obtidos com as maiores razdes CH/TPP (5 e 3), enquanto
reduzindo a relacdo CH/TPP para 2 o tamanho praticamente dobrou (340 nm). No caso do CH
B, os tamanhos mostraram uma menor dependéncia da relagdo CH/TPP, com valores entre 300
e 328 nm e uma pequena tendéncia a diminuir quando a relagdo CH/TPP diminuiu. Em relagdo
a PI, essa variavel foi muito mais dependente da relacdo CH/TPP. Para ambos os CH’s, os
menores valores de Pl foram obtidos com a relacdo CH/TPP = 2. Em geral, os valores de PI
foram um pouco menores para as particulas de CH a, provavelmente devido a maior massa
molecular e maior reatividade do CH B. O potencial Zeta foi positivo em todas as amostras,
variando em o intervalo 13 a 21 mV. Apesar do TPP transportar cinco cargas negativas por
molécula e o CH apenas uma por unidade repetitiva do polimero, a relacdo CH/TPP € sempre

maior do que um, o que faz com que o potencial Zeta seja positivo.

Na Tabela 4.2 apresentam-se as concentracdes (mg/mL) do CH, TPP e HA, a relacéo
CH/HA (m/m), as médias e os desvios padrdes das andlises das particulas CH/TPP/HA. Todos

os resultados das andlises destas particulas estdo apresentados na Figura 4.2 do Anexo A.

Tabela 4.2 — Concentracao (mg/mL), relagdo CH/TPP/HA (m/m), média e desvio padrdo dos resultados a analise das
particulas CH/TPP/HA.

Concentragao (mg/mL) Relagdo CH/HA Tamanho Potencial

Amostra Pl
CH TPP HA (m/m) (nm) Zeta (mV)
CHaHA; 1,0 1,0 2,0 0,33 372,1+11,2 0,222 + 0,06 -15,1+3,2
CHaHA; 0,5 0,5 1,0 0,33 332,8+11,3 0,333+0,16 -23,4+45
CHBHA3 1,0 1,0 2,0 0,33 591,5+76,8 0,394 +0,19 -19,1+0,9
CHBHA, 05 0,5 1,0 0,33 317,7+6,2 0,355 + 0,08 -22,4+1,9
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Neste teste, diferentes concentracdes totais dos polimeros foram testadas, mantendo a
razdo de massa constante. Em ambos os tipos de particulas (a e ) o tamanho foi aumentado
ao duplicar a concentracdo de polimeros, embora muito mais no caso do CH 8 (1,12x e 1,86x
para o a e [, respetivamente, cujas particulas mostraram novamente um Pl ligeiramente
superiores aos do CH a. Em relagc&o ao potencial Zeta, nestes testes, a carga negativa adicional
aportada por cada unidade repetitiva da molécula de HA resultou em uma carga superficial com

valores negativos para todas as particulas, variando entre —15,1 mV e —23,4 mV.

Na Tabela 4.3 apresentam-se as concentra¢cdes (mg/mL) do CH e CS, a relagdo CH/CS
(m/m), as médias e os desvios padrées das analises das particulas CH/CS. Todos os resultados

das andlises destas particulas estdo apresentados na Figura 4.3 do Anexo A.

Tabela 4.3 — Concentracdo (mg/mL), relacdo CH/CS (m/m), média e desvio padrdo dos resultados a andlise das
particulas CH/CS.

Concentragdo (mg/mL) Relacdo CH/CS Tamanho Potencial

Amostra P
CH cs (m/m) (nm) Zeta (mV)
CHaCSs; 0,5 0,5 1 411,1 +£42 0,582 £ 0,28 24,7+1,1
CHaCS; 1,0 0,5 2 422,8+7,8 0,362 £ 0,03 24,3+49
CHBCS; 0,5 0,5 1 250,2 + 8,7 0,302 + 0,08 64,0+1,2
CHBCS, 1,0 0,5 2 741,6 £ 24 0,511 £0,07 78,3+1,0

Nesta série de ensaios, parece que a maior reatividade do CH (3 representa a maior fonte
de variabilidade nos resultados obtidos. Nas particulas de CH a, os valores de tamanho, Pl e
potencial Zeta sofreram apenas pequenas alteracdes a medida que a concentracdo de CH e a
relacdo CH/CS aumentaram. No entanto, nas particulas de CH B as variagbes foram muito
maiores, com incrementos de 3x, 1,7x e 1,2x para o tamanho, Pl e potencial Zeta,
respetivamente. Em todos os casos, o balanco entre os grupos —NH} do CH o e —S0O3 do CS
foi favoravel a obtencéo de particulas com carga superficial positiva, com valores que, no caso
do CH B com relagao CH/CS = 2, alcangaram + 78,3 mV.

Os valores de tamanho obtidos para os diferentes tipos de particulas estdo dentro do
intervalo descrito por outros autores para particulas de CH produzidas sob condicdes similares,

gue geralmente tém tamanhos relatados entre 100 e 2500 nm [112, 113]. Como em outros
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trabalhos encontrados na literatura disponivel [112], a concentracdo de CH mostrou-se um fator
relevante para o tamanho das particulas. Contudo, € mais dificil comparar o efeito das
proporcdes entre os diferentes polimeros ou entre eles e o TPP, pois em muitos casos 0s
diferentes autores descrevem tendéncias opostas para a relacdo entre estas porporgcdes e o
tamanho de particula [112-115]. Isso certamente esté relacionado a variabilidade intrinseca do
CH, um polimero de origem natural que pode ser obtido com purezas muito diferentes, e
também diferentes massas moleculares e graus de acetilacdo, que por sua vez afeta o grau de

protonacao em diferentes valores de pH e, portanto, a formacao de particulas.

Além das condicdes de sintese resumidas nas Tabela 4.1, Tabela 4.2 e Tabela 4.3, outras
condi¢bes foram testadas nas quais ndo foi possivel obter particulas devido a precipitagdo na
forma de grandes agregados ou a formagéo de particulas instaveis que se agregaram ap0s um
curto periodo de tempo ap6s a sintese. Este € um comportamento também ja relatado por
outros autores, em cujos trabalhos sdo frequentemente descritas, dentro dos intervalos de
concentracdes selecionados, combinagfes especificas de polimeros e TPP nos quais ndo é

possivel formar nanoparticulas [112].

Com base nos critérios de tamanho e PI, foi selecionado um tipo de particula de cada grupo
(CH/TPP, CHITPP/AH e CH/CS) para ser testado nos ensaios descritos nas sec¢des a seguir. As
particulas selecionadas foram: CHaTPP3; CHBTPPs; CHaHA,; CHBHA,; CHaCS, e CHBCS;

4.1.2 Avaliagao das propriedades mucoadesivas das nanoparticulas

Neste subcapitulo apresentam-se os principais resultados das avalia¢cdes das propriedades
mucoadesivas das nanoparticulas. O método da microbalanca de quartzo (QCM) e as
avaliacdes de adesdo das mucinas via tamanho das particulas e potencial Zeta, via ensaio

colorimétrico e via medicdo da transmitancia.

4.1.2.1 Método da microbalanca de quartzo (QCM)

Foram realizados dois ensaios com cada tipo de particulas, apresentando-se como
exemplo um grafico que mostra a frequéncia com o tempo nas diferentes fases do ensaio.

A Figura 4.1 representa um grafico do tempo (min) versus frequéncia (10") (Hz) das
particulas CHBR/TPP.
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Figura 4.1 — Gréfico do tempo (min) versus frequéncia (107) (Hz) das particulas CHB/TPP. A — Diminui¢éo da
frequéncia correspondente a solugdo das mucinas; B — Diminuigao da frequéncia apds a passagem das
nanoparticulas sobre as mucinas aderidas ao cristal.

Como é possivel visualizar na Figura 4.1, a medida que o tempo passa, a frequéncia vai
diminuindo. A partir da diminuicdo da frequéncia é possivel calcular a massa/espessura de
amostra absorvida. A primeira diminuicdo de frequéncia representa a solucdo de mucinas que
vai depositar-se no cristal. A segunda diminuigdo de frequéncia representa as particulas que
vao depositar-se em cima da camada de mucinas aderida. Quanto mais mucoadesivas forem as
particulas maior sera a diminuicdo da frequéncia. A Figura 4.1 vai de encontro as apresentadas
em [45], no entanto o tempo e as frequéncias sao diferentes, pois as mucinas e o polimero sdo
diferentes das utilizadas neste ensaio.

Na Figura 4.2, verifica-se de cada tipo de particulas, as que apresentam uma
mucoadesividade superior foram as formuladas com CH 3, comparativamente com as particulas
sintetizadas com CH a. Além disso, a maior diminuicdo de frequéncia acontece nas particulas
CH B/TPP/HA, sendo esta diminuicdo 628 vezes maior do que as segundas mais mucoadesivas
que foram as de CHB/TPP, o que significa que de todas as particulas analisadas sdo que

possuem a maior mucoadesividade.

A Figura 4.2 representa a diminuicao das frequéncias (Hz) de cada sintese de particulas.
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Figura 4.2 — Gréfico com a diminuigdo das frequéncias (Hz) de cada sintese de particulas.

4.1.2.2 Avaliagdo da adesdo das mucinas via tamanho das particulas e
potencial Zeta

Na Tabela 4.4 estdo apresentados os valores do tamanho (hm), Pl e potencial Zeta (mV)
das nanoparticulas antes e depois da incubagdo com as mucinas com uma concentracao de 0,6
mg/mL.

Tabela 4.4 — Tamanho (nm), Pl e potencial Zeta (mV) das nanoparticulas e das nanoparticulas + mucinas, com uma
concentragdo de mucinas de 0,6 mg/mL.

Nanoparticulas Nanoparticulas + mucinas
Tipo . .
Tamanho Pl Potencial Tamanho P Potencial
(nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV)
CHa/TPP 182,2 0,324 5,10 - - 2,30
CHB/TPP 332,5 0,607 19,0 - - -0,90
CHa/TPP/HA 361,0 0,200 -26,1 439,4 0,383 -13,2
CHB/TPP/HA 332,2 0,338 -27,8 406,6 0,305 -9,24
CHa/CS 3215 0,389 -19,8 - - -16,6
CHp/CS 319,4 0,206 26,0 - - -0,68
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Observando a tabela, verifica-se que apos incubagédo com as mucinas, alguns dos sistemas
foram impossiveis de medir, nomeadamente as particulas CHa/TPP e CHB/TPP pois formaram
agregados o que tornou impossivel a sua medi¢éo no DLS e nas particulas CHa/CS e CHB/CS,
onde a medicdo no DLS néo foi clara. Comparando os valores dos tamanhos e Pl's das
CHa/TPP/HA e CHPB/TPP/HA, com e sem mucinas, verifica-se que houve um aumento
significativo dos tamanho das particulas e no caso dos Pl's apenas nas primeiras houve um
aumento significativo. Estes factos sdo explicados porque, quando mais mucoadesivas sao as

nanoparticulas mais mucinas vao ter ligados a si, logo o tamanho das particulas vai aumentar.

Na Figura 4.3, apresenta-se um grafico com os potenciais Zeta (mV) das nanoparticulas e

das nanoparticulas apds incubacdo com as mucinas com o respetivo desvio padrao.
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Figura 4.3 — Potencial Zeta (mV) das nanoparticulas e das nanoparticulas + mucinas.

Nos Anexos A2, verifica-se que o potencial Zeta das mucinas é de -14,5 + 2,72 mV.

Ao analisar o gréfico verifica-se que para as particulas CHa/TPP, a diferenga de potencial
Zeta entre as particulas com e sem mucinas é de apenas 2,8 mV. No entanto, o desvio padrédo
das particulas com as mucinas € alto, o que faz com que o potencial Zeta possa ser ainda mais
proximo das particulas sem mucinas. Com estes resultados pode-se afirmar que estas
particulas sdo pouco mucoadesivas, pois como 0 potencial Zeta das mucinas é negativo, se
estas revestissem as particulas estas ficariam com carga negativa.

Relativamente as particulas CHB/TPP, a diferenca de potenciais Zeta é significativa, cerca
de 19,9 mV, passando de um potencial Zeta positivo para negativo. Assim, é possivel afirmar

gue estas particulas sdo mucoadesivas, pois as mucinas revestiram-nas tornando-as negativas.
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A diferenca de potencial Zeta das particulas de CHa/TPP/HA é cerca de 12,9 mV, sendo
que as particulas sem mucinas apesar de negativas, com a interacdo das mucinas tornam-se
menos negativas. Com estes resultados pode-se afirmar que estas particulas sao
mucoadesivas, pois o potencial Zeta das particulas tende a tornar-se menor e a ir de encontro
ao potencial Zeta das mucinas.

Verificando os valores das particulas de CHBR/TPP/HA, a diferenca de potencial é de 18,56
mV. As particulas eram negativas e com a presenca de mucinas passaram a tornar-se menos
negativas, o que mostra que estas particulas sdo mucoadesivas.

Comparando os valores de CHa/CS com e sem mucinas, verifica-se que a sua diferenca de
potencial é de 3,2. Sem mucinas as particulas sdo negativas, com um desvio padréo alto e com
mucinas o potencial Zeta torna-se menos negativo. No entanto a diferenca de potenciais é
relativamente baixa, 0 que mostra que estas nanoparticulas sao pouco adesivas.

Ao observar os valores de CHRB/CS, percebe-se que a diferenca de potencial é de 26,68
mV. Ao observar o grafico, observa-se que o potencial Zeta passa de positivo a negativo. Esta
diferenca mostra que estas particulas sdo mucoadesivas.

Ao comparar todas as particulas e 0s seus potenciais Zetas, pode-se afirmar que as
nanoparticulas mais mucoadesivas sdo as CHB/TPP, CHB/TPP/HA e as CHp/CS, verificando
que o CH B produz particulas mais mucoadesivas do que o CHa. Novamente, as particulas que
mostraram uma maior diferenca no potencial Zeta, antes e depois da incubagdo com as
mucinas foram as particulas CHB/TPP/HA. No entanto, este método revelou que as particulas
CHpB/CS também mudam muito a sua carga superficial na presenga de mucinas, indicando que

a interacdo destas particulas com as proteinas do epitélio é também forte.

4.1.2.3 Avaliacdo da adesdo das mucinas via ensaio colorimétrico

A Figura 4.4 representa o valor médio da percentagem das mucinas ligadas apos
incubacdo com as nanoparticulas nas condigbes assinaladas no Capitulo 3.2.2.3.3 com o

respetivo desvio padréo.
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Figura 4.4 — Percentagem de mucina ligada.

Este método permitiu calcular, a percentagem de mucina ligada que é quantificada de
acordo com a quantidade de mucina que fica livre na solugdo. Assim, as particulas que

obtenham uma maior percentagem de mucina ligada sao as particulas mais mucoadesivas.

Ao observar o gréfico verifica-se que, as particulas com maior percentagem de mucina
ligada sdo as CHR/TPP e as CHBR/TPP/HA. No entanto, as particulas CHB/TPP tém um desvio
padrdo mais alto relativamente as particulas CHB/TPP/HA. Estes resultados estdo de acordo
aos resultados do tamanho e do potencial Zeta, pois estas particulas também sdo as mais

mucoadesivas.

4.1.2.4 Avaliagdo da adesdo das mucinas via medi¢do da transmitancia

Na Figura 4.5, esta representado o grafico da percentagem da raz&o entre a transmitancia

do sistema “nanoparticulas + mucinas” e transmitancia das mucinas.
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Figura 4.5 — Percentagem da razdo entre a transmitancia do sistema “nanoparticulas + mucinas” e transmitancia das
mucinas a 0,3 mg/mL.

Neste método, as particulas com uma percentagem de T/To (%) menor, sdo as particulas
mais mucoadesivas, de acordo com o artigo [59].

Observando o gréafico verifica-se que as particulas com os menores valores sdo as
CHPB/TPP/HA e as CHPB/CS, logo séo as particulas mais mucoadesivas. Estes resultados vém

ao encontro aos dos ensaios anteriores.

Observando os resultados dos dois métodos de quantificacdo das mucinas, podemos
concluir que as nanoparticulas com uma maior mucoadesividade em todos o0s ensaios
realizados sdo as nanoparticulas CHB/TPP/HA. Por esse motivo todos 0s ensaios a seguir sao

realizados com estas nanoparticulas.

4.1.3 Analise de morfologia mediante microscopia eletrénica de varrimento
(SEM)

A Figura 4.6 representa as nanoparticulas de CHB/TPP/HA através da microscopia

eletrénica de varrimento (SEM).
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Figura 4.6 — Particulas de CHB/TPP/HA através da microcospia eletrénico de varrimento (SEM).

A Figura 4.7 representa a distribuicdo dos tamanhos das particulas observadas através do
SEM.
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Figura 4.7 — Histograma da distribuicdo dos tamanhos das particulas medidos.

Através do SEM, foi possivel observar que as particulas tinham uma morfologia esférica.
No entanto ndo foi possivel tirar imagens mais ampliadas, pois as particulas tem material
orgéanico na sua constituicdo que é muito sensivel ao feixe de eletrées.

Relativamente aos tamanhos das particulas, o grafico mostra que o tamanho médio é de
339,8 + 39,6 nm (calculado em base a 74 particulas identificadas). Este tamanho € um pouco
maior ao tamanho mostra através do DLS. Isto acontece porque o SEM mostra o tamanho das
particulas real enquanto que o DLS mede o tamanho hidrodindmico (o que faz com que os
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tamanhos das particulas sejam maiores). O facto de no DLS as particulas medidas serem
maiores também é devido a constituicdo das particulas, pois o HA atrai particulas de agua.

4.2 Caracterizacédo funcional das particulas otimizadas

Neste subcapitulo estdo apresentados 0s principais resultados e discussdes as analises
realizadas para a caracterizacdo funcional das particulas otimizadas, como a eficiéncia de
encapsulagédo do PSS, a estabilidade das nanoparticulas ao longo do tempo, a permeabilidade
do PSS e a toxicidade em células Caco-2.

Como foi mostrado nos resultados anteriores, as nanoparticulas com as melhores
propriedades mucoadesivas sao as CHB/TPP/HA. Com isso, todos os estudos que sdo

realizados a seguir efetuam-se com essas nanoparticulas.

4.2.1 Otimizagdo da eficiéncia de encapsulacdo do PSS

Para calcular a percentagem de encapsulamento foram sintetizadas nanoparticulas na
presenca de diferentes concentracbes de PSS. O PSS livre foi separado mediante
centrifugac@o nas seguintes condi¢gfes: 40 min a 13300 rpm e filtrado utilizando um filtro (PES
de 0,45 pm), determinando-se a sua concentracdo mediante HPLC (reta de calibracdo no
Anexo B1l). A eficiéncia de encapsulamento foi calculado através da Equacado 2. Na Figura 4.8

apresenta-se o gréafico da percentagem de encapsulamento com o respetivo desvio padrao.

60%
50%
40%
30%

20%

% Encapsulamento

10%
0%
0 50 100 150 200 250
Concentragédo PSS (mg/mL)

Figura 4.8 — Concentragéo do PSS (mg/mL) versus a percentagem de encapsulamento.
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Analisando o grafico, verifica-se que a percentagem de encapsulamento do PSS nas
nanoparticulas aumenta da concentracdo de 10 até a concentracdo de 100 mg/mL, sendo que
depois diminui ligeiramente até a concentra¢éo de 200 mg/mL.

Como é possivel observar a percentagem Otima de encapsulamento do PSS nas
nanoparticulas é de 51% que corresponde a uma concentracdo de 100 mg/mL. Além de ser a
percentagem Otima, também é a que contém um menor desvio-padrdo. Esta eficiéncia é
favoravel, pois uma eficiéncia maior pode levar ao risco de vazamento do PSS da particula e
uma eficiéncia muito baixa faz com que o uso do PSS seja insuficiente, logo a quantidade de

PSS encapsulado teria que ser maior.

Com este estudo foi possivel mostrar que a percentagem 6tima de encapsulamento do PSS
acontece a uma concentragdo de 100 mg/mL. Por esse motivo, os capitulos 4.2.3, 4.2.4 e 4.4

foram realizados com O PSS encapsulado a 100 mg/mL nas particulas CHBR/TPP/HA.

4.2.2 Estudo da estabilidade das particulas

O estudo da estabilidade das nanoparticulas consistiu em realizar medi¢cdes para o
tamanho (nm) e Pl ao longo do tempo para as nanoparticulas e para o PSS nanoencapsulado.
Como estas mostraram que eram termodinamicamente instaveis, diluiu-se as nanoparticulas

(x5) em agua. Todos os resultados estdo apresentados no Anexo B2.

Na Tabela 4.5, estdo apresentadas as médias do tamanho (nm) e Pl das nanoparticulas
diluidas (x5) em agua, ndo diluidas e para o PSS nanoencapsulado.

Tabela 4.5 — Tamanho (nm) e PI das nanoparticulas ao longo do tempo, nanoparticulas diluidas (x5) em agua, ndo

diluidas e o PSS nanoencapsulado.

Com PSS Sem PSS Diluida 5x com agua
Tempo (dias) Tamanho Pl Tamanho Pl Tamanho Pl
(nm) (nm) (nm)
1 334,0 0,316 372,5 0,330 355,2 0,389
2 416,2 0,365 398,2 0,338 321,6 0,301
3 440,6 0,331 472,0 0,391 - -
4 526,0 0,427 503,4 0,525 - -
5 - - - - 292,1 0,252
6 - - - - 269,1 0,214
7 - - - - 276,7 0,278
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8 857,0 0,599 652,3 0,885 - -
9 - - - - 277,0 0,274

Na Figura 4.9, apresenta-se o grafico do tempo (dias) versus o tamanho das particulas

(nm).
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Figura 4.9 — Tempo (dias) versus tamanho das particulas (nm).

Observando o grafico, verifica-se que o0 tamanho das nanoparticulas e do PSS
nanoencapsulado aumenta com o passar do tempo. Para as nanoparticulas diluidas 0 mesmo
ndo acontece, pois apesar do tamanho diminuir um pouco do primeiro para o quinto dia, depois
mantém-se estavel. Comparando as nanoparticulas e o PSS nanoencapsulado, verifica-se 0s
tamanhos entre si sdo pouco varidveis, no entanto a partir do quarto dia o tamanho das
nanoparticulas aumenta significativamente. Este aumento do tamanho ja era notério na prépria
solucdo antes de analisar, pois a partir do terceiro dia conseguia-se visualizar particulas
agregadas.

A diferenga nos tamanhos, no caso das nanoparticulas diluidas, pode dever-se ao facto de
como a solucédo esté diluida as particulas estdo mais afastadas, logo ndo existe agregacéo das
mesmas. Relativamente a diferenca nos tamanhos das nanoparticulas e do PSS
nanoencapsulado pode dever-se ao facto do PSS poder ajudar a estabilidade das interacbes

entre os polimeros.

Na Figura 4.10, apresenta-se o gréafico do tempo (dias) versus o PI.
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Figura 4.10 — Tempo (dias) versus PI.

Ao observar o gréfico, verifica-se que o Pl das nanoparticulas e do PSS nanoencapsulado
aumenta ao longo do tempo, enquanto que para as nanoparticulas diluidas o Pl mantém-se
relativamente estavel ao longo do tempo.

Comparando nanoparticulas e do PSS nanoencapsulado, percebe-se que ao longo do
tempo, o Pl é maior quando as particulas estiverem sem o PSS. Este resultado indica mais uma
vez que o PSS ajuda a manter a estrutura das nanoparticulas, verificando-se uma unido estavel

com os polimeros que compdem as particulas.

4.2.3 Estudo da permeabilidade em células Caco-2+HT29-MTX

O estudo da permeabilidade do PSS livre e o0 PSS nanoencapsulado foi avaliado em
monocamada de células (Caco-2/ HT29-MTX) suportadas em inserts para placas de 12 pocos.
Foi também efetuado um estudo controlo usando inserts sem células para verificar a passagem
de PSS livre através da membrana. O ensaio teve uma duracao total de 4h e foram retiradas

amostras a cada hora de ensaio. As amostras foram posteriormente analisadas por HPLC.

A Figura 4.11 representa a percentagem (%) de massa de PSS permeado versus tempo (h)

de incubagé&o. A percentagem (%) foi calculada de acordo com a Equacéo 3.
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Figura 4.11 — Percentagem (%) de massa de PSS permeado versus tempo (h) de incubacgé&o.

Observando a Figura 4.11, é possivel afirmar que para as 4 horas de ensaio no lado
basolateral, a percentagem de PSS livre que passa pela membrana aumenta gradualmente, no
entanto para PSS nanoencapsulado a percentagem que passa € 5 vezes maior, 0 que sugere
gue as nanopatrticulas favorecem a permeabilidade do PSS.

Relativamente a analise do PSS que foi internalizado, verifica-se que quando este esta
encapsulado, a internalizagcédo do PSS é cerca de 2,4 vezes maior do que quando esta livre. Isto
pode dever-se ao facto do PSS estar encapsulado em particulas com polimeros mucoadesivos,

qgue faz com que o PSS fique aderido ao epitélio favorecendo a passagem do PSS para o lado
basolateral.

Na Figura 4.12, representa o grafico da cinética de passagem do PSS livre através da

membrana (sem células), em percentagem (%), relativamente a quantidade de PSS inicial.
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Figura 4.12 — Cinética da passagem do PSS livre através da membrana (sem células), sem percentagem (%),
relativamente a quantidade de PSS inicial.

Neste ensaio a passagem do PSS para o lado basolateral € determinada pela sua
capacidade de atravessar a barreira de células (monocamada de células Caco-2/ HT29-MTX). A
integridade da monocamada € assegurada pela medicdo da resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) ao longo do ensaio (até as 4h), apresentadas no Anexo B3.

Através da Figura 4.12, é possivel verificar que ao longo do tempo, a percentagem de PSS
que passa a membrana aumenta. O PSS tem uma certa afinidade com a membrana e nédo
consegue passar na sua totalidade, no entanto passa uma quantidade suficiente para garantir
gue é possivel quantificar e ver diferencas nas outras condi¢des analisadas.

Verifica-se que existe uma diminuicdo na permeabilidade do PSS livre na presenca das

células o que garante que a monocamada atua como uma barreira a passagem do PSS.

4.2.4 Avaliacdo da citoxicidade em células Caco-2

A toxicidade foi avaliada em células Caco-2, com os testes de MTT e resazurina para 0s
tempos de incubacéo de 4 e 24h. As amostras para este teste foram o PSS livre a 50 mg/L, as

nanoparticulas e o PSS nanoencapsulado a 50 mg/L.

A Figura 4.13 representa a percentagem de viabilidade celular apds 4 e 24h de incubacéo,

determinada pelo método de MTT.
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Figura 4.13 — Percentagem de viabilidade celular apés 4 e 24h de incubacédo com as amostras, determinada pelo
método de MTT.

Como é possivel verificar através da Figura 4.13, as varias amostras testadas: o PSS livre,
nanoparticulas e PSS nanoencapsulado, ndo comprometem a viabilidade celular das células
Caco-2 apos 4 e 24h de contacto mostrando-se por isso ndo citotoxicas.

A Figura 4.14 representa a percentagem de viabilidade celular apdés 4 e 24h de incubacéo,

determinada pelo método da resazurina.
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Figura 4.14 — Percentagem de viabilidade celular apds 4 e 24h de incubag¢@o com as amostras, determinada pelo
método da resazurina.
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Relativamente ao teste da resazurina, verifica-se pela observacdo da Figura 4.14 que tal
como no teste do MTT, nenhum dos sistemas é toxico para as células, pois a percentagem de
viabilidade celular permanece proxima de 100% ao longo do ensaio.

Em conclusdo, nenhum dos sistemas estudados afeta a viabilidade celular apds 24h de
contacto.

4.3 Estudo da internalizacdo das particulas

A Figura 4.14 representa a captacdo celular de nanogéis HA-cy5.5, avaliada em
monocamadas diferenciadas de Caco-2, HT29-MTX apoés 4h de incubac&o. As células foram
observadas por microscopia confocal de monocamadas. Os nucleos das células foram corados
com DAPI (azul). A actina foi corada com isotiocianato de faloidina-tetrametil-rodamina B

(verde). Os nanogéis foram corados com cy5.5 (vermelho).

Figura 4.15 — Observacdo por microscopia confocal de monocamadas, apés 21 dias de diferenciacdo de células
Caco-2, HT29-MTX incubadas com nanogéis HA-cy5.5 durante 4h. Os nucleos das células foram corados com DAPI
(azul). A actina foi corada com isotiocianato de faloidina-tetrametil-rodamina B (verde). Os nanogéis foram corados
com cy5.5 (vermelho).

As observacdes no microscopio confocal, mostram que a monocamada néo internaliza o
nanogel, que € adsorvido no lado apical das células, provavelmente devido & propriedade
mucoadesiva do HA. Estes resultados confirmam os resultados de mucoadesividade e de
permeabilidade, pois mostram que as particulas além de mucoadesivas ndo passam pelas

células, ficando a superficie destas.
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4.4 Estudo in vitro do efeito do encapsulamento do PSS na sua estabilidade

em condi¢cdes gastrointestinais

Observando as Figura C.1 e Figura C.2 dos Anexos C, quando o PSS esta livre, apenas é
visivel pico deste até a fase gastrica. Isto acontece porque quando o PSS esté livre hidrolisa-se
nesta fase, ndo chegando a fase intestinal.

No caso do PSS nanoencapsulado, através das Figura C.3 e Figura C.4, observa-se pico
na fase intestinal, o que era pretendido, pois o0 objetivo era que o PSS quando fosse
encapsulado chegasse até a fase intestinal. No entanto existe uma reducdo da area dos picos,
pois parte das particulas podem estar a desintegrar-se.

Para que este sistema funcionasse como sistema oral era necessario reforcar a protecédo
das nanoparticulas, incorporando estas em microparticulas que proporcionem uma melhor
barreira.
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5. Conclusao

Esta dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento de sistemas para a distribuicdo
direcionada de PSS no trato gastrointestinal baseados em biopolimeros mucoadesivos.

A obesidade é uma epidemia do século XXI e um dos maiores problemas e desafios da
saude atualmente. A obesidade, aumenta o risco do aparecimento de doencas como o0s
diabetes tipo 2, doenca cardiaca, acidentes cardiovasculares e cancro. A libertacdo de péptidos
de soja podera ser uma solucdo para este problema. Estes péptidos tém a capacidade de
suprimir a ingestao de alimentos e inibir o esvaziamento gastrico, dando o efeito de saciedade.
A sua baixa biodisponibilidade ap6s ingestdo leva a necessidade da sua encapsulacdo para
protecao e libertacéo controlada.

Inicialmente sintetizou-se varias nanoparticulas com os biopolimeros naturais escolhidos,
através do método da coacervacdo. Para selecionar qual a sintese que levava as
caracteristicas pretendidas, realizou-se um estudo de mucoadesividade, através de dois
métodos diferentes. Este estudo revelou que a sintese que produziu melhores caracteristicas foi
a CHB/TPP/HA. Todo a trabalho a seguir foi realizado com estas nanopatrticulas.

O estudo da internalizacdo das nanoparticulas, através da microscopia confocal, efetuado
durante 4h reforcou a teoria da mucoadesividade das nanoparticulas, ja que ndo foram
internalizadas pelas células, ficando a superficie destas.

Como referido inicialmente, o PSS tem que ser nanoencapsulado e para isso foi necessario
perceber qual a percentagem 6tima de PSS que é possivel encapsular nas nanoparticulas.
Com a otimizagdo da eficiéncia de encapsulagédo foi possivel perceber que a percentagem
Otima de encapsulamento do PSS foi de 51% que corresponde a uma concentracgdo inicial de
100 mg/mL de PSS.

A estabilidade das particulas € uma questdo importante, tendo sido por isso foi elaborado
um estudo para perceber qual a estabilidade das particulas ao longo do tempo. Conclui-se que
as particulas ndo diluidas ndo sdo estaveis pois agregam ao longo do tempo, porque o CH é
termodinamicamente instavel. A diferenca do PSS livre e do PSS nanoencapsulado deve-se ao
facto de o PSS poder ajudar na estabilidade das interacdes entre os polimeros.

Para perceber o comportamento das nanoparticulas em contacto com as células do
intestino humano foi efetuado um estudo de viabilidade celular com as células Caco-2. Uma vez
que as formulacdbes ndo se mostraram citotdxicas até 24h contacto, avaliou-se a

permeabilidade e a internalizacdo do PSS em monocamadas de Caco-2/HT29-MTX. Como
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esperado grande parte do PSS nanoencapsulado ndo atravessa a monocamada, mostrando
mais uma vez que as nanoparticulas sdo mucoadesivas.

Por fim, foi realizado o estudo de digestdo in vitro, onde o PSS livre e o PSS
nanoencapsulado foram expostos as condi¢cfes gastrointestinais. Conclui-se que o PSS livre se
hidrolisa na fase gastrica ndo chegando a fase intestinal. No caso do PSS nanoencapsulado,
este chega até a fase intestinal, no entanto parte das particulas parecem desintegrar-se neste
ponto.

Para que este sistema funcionasse como sistema oral era necessario reforcar a protecéo das

nanoparticulas, incorporando-as em microparticulas que proporcionem uma melhor barreira.
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Anexos

A. Caracterizacéao fisico-quimica das particulas

Neste anexo apresentam-se o0s resultados as analises realizadas para a caracterizacao

fisico-quimica das particulas, nomeadamente tamanho, PI, potencial Zeta e a mucoadesividade.

A.1 Tamanho, carga superficial e indice de polidispersao (PI)

O tamanho, a carga e o Pl foram analisados através do DLS. Foram analisadas as
seguintes sinteses de particulas, CH/TPP, CH/TPP/HA e CH/CS.

A.1.1 Particulas CH/TPP

Na Tabela A.1 apresentam-se os resultados do tamanho das particulas (nm), Pl e potencial
Zeta (mV), das analises realizadas a todas as sinteses CH/TPP com a respetiva média e desvio

padréo.

Tabela A.1 — Resultados do tamanho das particulas (nm), Pl e potencial Zeta (mV) das particulas de CH/TPP.

Tipo Concentracdo (mg/mL) Relagédo Tamanho Potencial Zeta
CH TPP CH/TPP (m/m) (nm) (mV)
214,9 0,91 14.0
168,7 0,92 145
31 167,1 1,00 16,0
CHa 1,2 2,0 172,0 0,93 10,5
169,9 1,00 10,7
Média 178,5 0,952 131
S.D 20,42 0,044 2,43
309,8 0,273 21,9
145,1 0,459 22,3
51 155,4 0,362 20,6
CHa 1,2 1,2 154.8 0,371 20,3
149,6 0,445 20,3
Média 182,9 0,382 21,1
S.D 71,04 0,075 0,95
17,97 0,181 10,0
CHa 1,2 3,0 2:1 339,3 0,231 19,0
383,4 0,255 19.1
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333,5 0,297 18,0
255,2 0,236 26.2
Média 3400 0,256 185
S.D 53,57 0,026 575
316,2 1,415 -
3271 1,513 -
5:1 306,1 1,268 -
CHB 1,2 12 3475 1,119 -
3451 1,099 -
Média 3284 1,283 -
S.D 17,97 0,181 -
316,3 0,448 19,7
316,6 0,428 13,0
311 3135 0,441 16,9
CHB 1,2 2,0 3146 0,456 20,5
314,3 0,452 -
Média 315,1 0,445 17,5
S.D 1,335 0,011 3,39
2964 0,422 18,7
2924 0,388 15,8
2:1 3145 0,339 17,4
CHB 0,6 15 305,3 0,321 18,8
- - 12,9
Média 300,9 0,364 18,05
SD 9,842 0,046 1,403

A.1.2 Particulas CH/TPP/HA

Na Tabela A.2 apresentam-se os resultados do tamanho das particulas (nm), Pl e potencial
Zeta (mV), das andlises realizadas a todas as sinteses CH/TPP/HA com a respetiva média e

desvio padrao.

Tabela A.2 — Resultados dos tamanhos das particulas (nm), Pl e potencial Zeta (mV) das particulas de CH/TPP/HA.

- Concentragéo (mg/mL) Relagdo CH/HA Tamanho Potencial
ipo
CH TPP AH (m/m) (nm) Zeta (mV)

325,0 0,35 -15,5
352,8 0,61 -26,0

CHa 0,5 0,5 1,0 1.3
328,6 0,28 -24,9
329,9 0,22 -25,3

82



Biopolimeros mucoadesivos para a distribuicéo direcionada de péptidos no trato gastrointestinal | 2018

3276 0,21 -25,5
Média 3328 0,33 23,4

S.D 11,33 0,16 4,46

389,8 0,14 -20,0

375,9 0,21 -12,9

1:3 362,7 0,29 -12,9

CHa 10 1.0 2.0 363,4 0,25 -12,9
368,7 0,22 -16,6

Média 3721 0,22 151

S.D 11,22 0,06 3,19

537,0 0,79 -20,5

498,3 0,50 -19,0

1:3 657,7 0,33 -18,3

CHB 10 1,0 2,0 525,3 0,45 -19,9
658,5 0,34 -19,1

Média 591,5 0,39 -19,1

S.D 76,82 0,19 0,85

316,7 0,35 -22,0

324,5 0,41 -24,0

1:3 309,2 0,36 -22,6

CHB 05 0,5 1,0 317,7 0,46 -18,9
3235 0,23 22,4

Média 317,7 0,36 22,4

S.D 6,148 0,08 1,88

A.1.3 Particulas CH/CS

Na Tabela A.3 apresentam-se os resultados do tamanho das particulas (nm), Pl e potencial
Zeta (mV), das andlises realizadas as todas as sinteses CH/TPP/HA com a respetiva média e

desvio padréo.

Tabela A.3 — Resultados do tamanho das particulas (nm), Pl e potencial Zeta (mV), das particulas de CH/CS.

Tipo Concentracédo (mg/mL) Relagdo CH/CS Tamanho - Potencial
CH CS (m/m) (nm) Zeta (mV)
395,5 0,51 25,7
CHa 0,5 0,5 1:1 483,8 1,02 25,0
376,6 0,39 25,7
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393,4 0,32 23,5
406,2 0,66 23,5

Média 4111 0,58 24,7

S.D 42,00 0,28 1,11

- - 26,5

- - 26,6

2:1 4227 0,37 27,2

CHa 1,0 0,5 430,6 0,33 25,6
415,0 0,38 15,4

Média 4228 0,36 24,3

S.D 7,800 0,03 4,99

257,3 0,29 64,1

261,7 0,18 65,4

1:1 2456 0,33 66,0

CHB 0,5 0,5 2435 0,36 66,6
243,0 0,35 64,0

Média 250,2 0,30 65,2

S.D 8,668 0,08 1,15

756,4 0,52 79,5

752,2 0,45 78,3

2:1 754,9 0,50 78,5

CHB 1,0 0,5 700,4 0,62 76,7
743,6 0,46 78,5

Média 7415 0,51 78,3

S.D 23,50 0,07 1,01

A.2 Caracterizacdo da mucoadesividade

A caracterizagdo da mucoadesividade das particulas foi estudada através de dois métodos,

a microbalanca de quartzo (QCM) e a interacdo das nanoparticulas com as mucinas.

A.2.1 Microbalanca de quartzo (QCM)

O método QCM foi realizado utilizado as sinteses escolhidas através da andlise ao

tamanho, carga e Pl de todas as sinteses.
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A Tabela A.5 representa a média e os desvios padréo das varia¢gdes de frequéncia de cada
sintese de nanoparticulas. A variacdo € calculada através dos graficos construidos com os

valores da QCM. O grafico exemplo estd apresentado na parte dos resultados.

Tabela A.4 — Média de desvio padrdo das varia¢des de frequéncia da cada sintese de nanoparticulas.

Amostra Média (Hz) Desvio padréo (Hz)

CHa/TPP 143 119

CHB/TPP 684 2
CHo/TPP/AH 269 1
CHB/TPP/AH 1313 959

CHa/CS -24 5

CHB/CS 39 31

A.2.2 Avaliacdo da adesdo das mucinas via tamanho das particulas e potencial
Zeta

As trés avaliagfes da interagdo das nanoparticulas com as mucinas apresentadas a seguir,
foram realizadas com as sinteses escolhidas através da analise ao tamanho, carga e Pl de
todas as sinteses.

Na Tabela A.5 apresenta-se o tamanho (nm) o Pl e o potencial Zeta (mV) das

nanoparticulas e potencial Zeta (mV) das mucinas a uma concentracéo de 0,3 mg/mL.

Tabela A.5 — Tamanho (nm), Pl e potencial Zeta (mV) das nanoparticulas e potencial Zeta (mV) das mucinas a uma
concentragdo de 0,3 mg/mL.

Tipo Tamanho (nm) Pl Potencial Zeta (mV)

-17,5
-16,5
Mucinas 0,3 mg/mL - -14,0
-13,9
-10,5

Média - - -14,5
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Desvio Padréo - - 2,72
189,9 0,263 6,0
183,9 0,306 4.8
CH o/ TPP 178,3 0,365 6,4
178,9 0,352 3,3
180,1 0,335 5.2
Média 182,2 0,324 51
Desvio Padréo 4,814 0,041 1,21
3325 0,607 20,5
- - 18,9
CH B/ TPP - - 18,1
- - 18,5
- - 18,9
Média 332,5 0,607 19,0
Desvio Padréo - - 0,91
358,6 0,152 -25,3
370,4 0,200 -27,0
CH o/ TPP/ HA 357,2 0,226 -25,6
356,1 0,230 -26,7
362,8 0,191 -26,1
Média 361,0 0,200 -26,1
Desvio Padréo 5,827 0,031 0,72
359,1 0,368 -30,0
3354 0,330 -27,7
CH B/ TPP/ HA 349,1 0,393 -26,8
293,2 0,333 -27,5
3244 0,267 -27,1
Média 332,2 0,338 -27,8
Desvio Padréo 25,50 0,048 1,27
317,0 0,390 -19,9
327,9 0,429 -20,5
CHa/CS 319,7 0,348 -24,5
- - -21,6
- - -12,7
Média 3215 0,389 -19,8
Desvio Padréo 5,677 0,041 4,37
336,0 0,182 30,0
CH B/ CS 314,9 0,243 27,0
319,4 0,172 25,2
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316,1 0,196 24,4

310,5 0,239 23,6

Média 3194 0,206 26,0
Desvio Padréo 9,822 0,033 2,55

Na Tabela A.6 apresenta-se a concentracdo das mucinas (mg/ml), o tamanho (nm) o Pl e o
potencial Zeta (mV) dos sistemas “nanoparticulas + mucinas”, com uma concentragdo de

mucinas de 0,6 mg/mL.

Tabela A.6 — Tamanho (nm), PI e potencial Zeta (mV) das nanoparticulas + mucinas, com uma concentracdo de
mucinas de 0,6 mg/mL.

Tipo Tamanho (nm) PI Potencial Zeta (mV)

-4,6

3,2

CHa/ TPP Formagcéo de agregados 54
2,4

5

Média - - 2,3
Desvio Padréo - - 4,04
-0,6

-0,8

CHB/ TPP Formacgéo de agregados -0,3
-1,0

-2,0

Média - - -0,9
Desvio Padréo - - 0,65
440,2 0,481 -12,0
442.9 0,455 -14,3
CHa/ HA 4471 0,310 -14,5
436,5 0,336 -12,0

430,1 0,333 -13,4

Média 439,4 0,383 -13,2
Desvio Padréao 6,460 0,079 1,21
407,1 0,301 -10,8

CHB/ HA 4184 0,269 -12,2
402,3 0,327 -7,30
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402,5 0,306 -7,80
402,7 0,320 -8,10

Média 406,6 0,305 -9,24
Desvio Padréo 6,892 0,022 2,14
- - -16,6

- - -17,0

CHa/ CS - - -15,6

- - -16,7

- - -17,2

Média - - -16,6

Desvio Padrao - - 0,62

- - -1,50
- - 0,00

CHB/ CS - - -0,20
- - -1,30

- - -0,40

Média - - -0,68

Desvio Padrao - - 0,68

A.2.3 Avaliacdo da adesao das mucinas via ensaios colorimétricos

Na Tabela A.7, esta apresentada a concentracdo de mucinas (mg/mL), a absorvéncia a 550

nm das mucinas.

Tabela A.7 — Concentragcao (mg/mL) e absorvancias a 550 nm das mucinas.

[Mucinas] (mg/mL) AbSs50nm ADbSs50nm - AbSpranco
0 0,058 0,000
0,050 0,074 0,016
0,125 0,109 0,052
0,250 0,153 0,095
0,600 0,345 0,287

A Figura A.1 representa a concentragdo das mucinas (mg/mL) versus a absorvancia.
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Figura A.1 — Concentragdo das mucinas (mg/mL) versus absorvancia.

Na Tabela A.8, apresenta-se as absorvancias a 550 nm, a concentracdo (mg/mL), a massa

(mg) de mucina livre e percentagem de mucina ligada, com respetiva média e desvio padrdo. A

concentracdo das mucinas adicionadas é 0,6 mg/mL.

Tabela A.8 — Absorvancias a 550 nm, concentragdo de mucina livre (mg/mL), massa de livre (mg) e percentagem de
mucina ligada as nanoparticulas com respetiva média e desvio padréo.

Desvi
Mucina livre . . % Mucina Médi (o]
Amostra AbSs550 nm (mg/mL) Mucina livre (mg) ligada (mg) a(%) | Padra
0 (%)
CHo/TPP 0,1 0,11 0,11 0,30 0,25 0,25 0,30 0,25 0,25
+Mucinas | 36 6 4 0 9 5 0 9 5 |90 57 581 55 4
CHBI/TPP 0,0 0,13 0,10 0,20 0,30 0,23 0,20 0,30 0,23
+Mucinas | 92 9 2 9 6 0 9 6 o |65 49 62 59 9
CHBMHA+ | 0,1 018 0,15 | 0,36 0,40 0,34 | 0,36 0,40 0,34
Mucinas | 68 4 6 7 0 2 7 0 > |39 33 43 38 5
CHBMHA+ | 0,1 020 020 | 024 0,25 0,25 | 0,48 0,49 0,50
Mucinas | 94 1 3 2 0 2 4 9 3 |60 58 58 58 1
CHa/CS+ | 0,24 0,17 0,18 | 0,35 037 041 | 0,35 0,37 041
Mucinas 61 2 9 2 5 0 2 5 o |41 38 32 37 5
CHp/CS+ | 024 0,15 0,4 | 028 032 0,31 | 0,28 0,32 0,31
Mucinas 28 0 2 4 9 3 4 9 3 53 45 48 49 4
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Exemplo de célculo para o sistema “CHa/TPP + Mucinas”:
Através da equacdo da reta de calibragéao:
Absorvancia = 0,4823 |Mucina livre| — 0,0088
Para calcular a concentracdo de mucina livre:
0,136 = 0,4823 |Mucina livre| — 0,0088
< |Mucina livre| = 0,3 mg/mL
Para calcular a massa de mucina livre:
Massamuycinalivre = [Mucina livre] x Volumeyycinas adicionadas
< Massamycinalivre = 0,3 %1
& Massangycinalivre = 0,3 mg
Para calcular a percentagem de mucina ligada:

o . Massamucina inicial — MassamuCina livre
Y% Mucina jigaqa = *100

Massamucina inicial

. 0,6 0,3
& % Mucina jjgaqa = 5o * 100

< % Mucina jjgaqa = 50

A.2.4 Avaliacéo da adesédo das mucinas via medi¢cdo da transmitancia

Na Tabela A.9, estdo apresentados os valores da absorvancia a 550 nm, a percentagem de
transmitancia e percentagem da razdo entre transmitdncia do sistema “nanoparticulas +
mucinas” e da transmiténcia das mucinas a uma concentracdo de 0,3 mg/mL, com a respetiva

média e desvio padrao.
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Tabela A.9 — Absorvancia a 550 nm, percentagem de transmitancia e percentagem da razdo entre transmitancia do
sistema “nanoparticulas + mucinas” e da transmitancia das mucinas a 0,3 mg/mL, com respetiva média e desvio
padrao.

Média Desvio
Amostra AbSs00nm %T Média %T/To 5 Padré&o
(%) @
(%)
Mucinas
0,30 0,15 0,15 0,17 70 71 68 0,70 100 100 -
mg/mL
CHa/TPP
+ 0,22 0,26 0,20 60 55 63 - 85 78 90 85 6
Mucinas
CHR/TPP
+ 0,18 0,21 0,18 67 62 66 - 95 88 95 93 4
Mucinas
CHao/HA
+ 0,21 0,22 0,22 62 60 60 - 88 86 86 87 1
Mucinas
CHR/HA
+ 0,40 0,44 - 40 36 - - 54 50 - 52 3
Mucinas
CHa/CS
+ 0,23 0,24 0,25 59 58 56 - 85 83 80 83 2
Mucinas
CHR/CS
+ 0,57 0,56 0,57 27 27 27 - 38 39 39 39 1
Mucinas

Exemplo de calculo para o sistema “CHa/TPP + Mucinas”:

Para calcular a percentagem de transmitancia:

T = 10745 % 100
& T= 107222 %100
< T=60%
Para calcular a razéo entre percentagem de transmitancia das “nanoparticulas + mucinas”

e transmitancia das mucinas a 0,3 mg/mL:

%T/T Al 100
0 = = %
0 MedlaTmucinas
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%T +100

& %T/T, =

Média transmitancia mucinas

60%

& %T/T, = 85%

B. Caracterizacéo funcional das particulas otimizadas

Neste subcapitulo, sdo apresentados os resultados referentes a eficiéncia de encapsulacéo
do PSS, através do estudo da estabilidade das nanoparticulas, estudo da permeabilidade do

PSS e a avaliagéo da toxicidade em células Caco-2.

B.1 Otimizacédo da eficiéncia de encapsulacdo do PSS

A otimizacédo da eficiéncia de encapsulagéo foi realizada no HPLC. Inicialmente foram
analisados diferentes concentracbes do PSS para a reta de calibracdo e em seguida foi

analisada a percentagem de encapsulacdo 6tima do PSS na sintese de particulas escolhida.
A Figura B.1, representa a reta de calibracdo do PSS realizada no HPLC.

10000
9000 -9
8000 y = 87,996x - 122,39 .

7000 R?=0,9982
6000

© 5000 o
< 4000 o
3000 =
2000
1000 i
0 @*
-1000 O 20 40 60 80 100

Concentragéo (mg/L)

-

Figura B.1 — Reta de calibracdo referente ao PSS.

Na Tabela B.1, estdo apresentados os resultados refentes as analises da eficiéncia de

encapsulacao do PSS realizadas no HPLC.

Tabela B.1 — Concentracdo do PSS (mg/mL), area, concentragéo final do PSS (mg/mL), e % PSS encapsulado.
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Area |PSS|fina (mg/mL) % Encapsulamento

|PSS Desvi
i - ' . Média esvio
TlGlE] Ensaios Ensaios Ensaios Padréo
(mg/ O
mL) 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0 - - - - - - - - - 0 0
10 440,8 440,5 - 6,92 6,916 - 30,81 30,84 - 31 0,02
20 773,6 781,0 900,4 10,67 10,75 12,10 | 46,65 46,23 39,50 44 4,01
50 2304,2 2278,1 2029,2 27,92 27,63 24,82 | 44,16 44,75 50,36 46 3,42
100 4067,4 4100,1 4272,8 47,79 48,16 50,11 | 52,21 51,84 49,89 51 1,24
200 4687,8 4598,7 - 109,57 107,57 - 4521 46,22 - 46 0,71

Exemplo de célculo para uma concentracdo de PSS de 10 mg/mL, ensaio 1.
Através da equacdao da reta de calibragéo:
Area = 88,723 |PSS| — 173,067
Para calcular a concentragédo de PSS final:

440,7 = 88,723 |PSS| — 173,067

< |PSS| = 6,92 mg/mL
Para saber a percentagem de PSS encapsulado:

|PSS inicial — PSS final]|
*
|PSS inicial|

% PSS livre =

10— 6,92

& 9% PSS livre = * 100

& % PSS livre = 30,81

B.2 Estudo da estabilidade das particulas

O estudo da estabilidade das nanoparticulas foi realizado ao longo do tempo para o

tamanho das particulas (nm) e para o PI.
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Na Tabela B.2, estdo apresentados o tamanho das particulas (nm), o Pl e o potencial Zeta
(mV) do PSS nanoencapsulado, ao longo do tempo.

Tabela B.2 — Tamanho das particulas (nm), Pl e potencial Zeta (mV) do PSS nanoencapsulado, ao longo do tempo.

Data Relag¢&o (m/m) Tamanho (nm) Pl Potencial Zeta (mV)
347,6 0,316 -26,6
352,6 0,266 -22,6
7:1 339,4 0,329 -26,4
05/06/2018 343,4 0,312 -24,7
344,0 0,359 -23,0
Média 344,0 0,316 -24,7
Desvio Padrao 4,966 0,034 1,86
421,7 0,381 -
416,2 0,331 -
7:1 428,2 0,504 -
06/06/2018 403,5 0,365 -
408,5 0,358 -
Média 416,2 0,365 -
Desvio Padréo 9,914 0,067 -
442.6 0,331 -
440,6 0,341 -
7:1 429,6 0,356 -
07/06/2018 434,7 0,294 -
4442 0,268 -
Média 440,6 0,331 -
Desvio Padréo 6,067 0,036 -
537,3 0,448 -
514,6 0,405 -
08/06/2018 71 - - -
Média 526,0 0,427 -
Desvio Padréo 16,05 0,030 -
857,0 0,599 -23,8
724,8 0,636 -24,8
7:1 923,6 0,448 -23,7
12/06/2018 - - -26,3
- - -22,2
Média 857,0 0,599 -23,8
Desvio Padréo 101,19 0,100 1,51

Na Tabela B.3, estdo apresentados o tamanho das particulas (nm), o Pl e o potencial Zeta

(mV) das nanoparticulas, ao longo do tempo.
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Tabela B.3 — Tamanho das particulas (nm), Pl e potencial Zeta (mV) das nanopatrticulas, ao longo do tempo.

Potencial Zeta

Data Relag¢do (m/m) Tamanho (nm) Pl mV)
372,5 0,355 -25,1
474,2 0,455 -23,6
1:3 367,4 0,324 -25,4
05/06/2018 374,6 0,223 -25,4
367,9 0,330 -21,7
Média 372,5 0,330 -25,1
Desvio Padréo 46,43 0,083 1,60
409,6 0,346 -
394,1 0,350 -
1:3 396,6 0,338 -
06/06/2018 398,2 0,310 -
414.6 0,231 -
Média 398,2 0,338 -
Desvio Padréo 8,953 0,049 -
481,9 0,397 -
472,0 0,387 -
1:3 467,1 0,44 -
07/06/2018 459,9 0,391 -
485,2 0,322 -
Média 472,0 0,391 -
Desvio Padréao 10,43 0,04 -
508,1 0,544 -
495,6 0,505 -
1:3 512,8 0,633 -
08/06/2018 498,6 0,395 -
Média 503,4 0,525 -
Desvio Padréo 8,037 0,10 -
656,3 0,831 -24,5
648,3 0,938 -24,1
1:3 - - -24,6
12/06/2018 - - -21,5
- - -25,1
Média 652,3 0,885 -24,5
Desvio Padréao 5,657 0,076 1,42
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Na Tabela B.4, estdo apresentados o tamanho das particulas (nm), o Pl e o potencial Zeta
(mV) das nanoparticulas com um fator de diluicdo de (1/5) em agua, ao longo do tempo.

Tabela B.4 — Tamanho das particulas (nm), Pl das nanoparticulas com um fator de diluicdo de (1/5) em agua, ao
longo do tempo.

Data Relagao (m/m) Tamanho (nm) PI
317,1 0,226
364,9 0,607
1:3 348,4 0,407
22/06/2018 3334 0,404
412,0 0,299
Média 355,2 0,389
Desvio Padrao 36,38 0,14
310,2 0,352
4425 0,277
1:3 2847 0,327
23/06/2018 284,9 0,267
285,5 0,280
Média 321,6 0,301
Desvio Padréo 68,48 0,037
288,5 0,216
280,0 0,253
1:3 256,8 0,125
25/06/2018 363,1 0,377
275,6 0,287
Média 292,8 0,252
Desvio Padréo 40,98 0,093
273,6 0,266
275,3 0,183
1:3 282,3 0,17
26/06/2018 233,7 0,062
280,6 0,387
Média 269,1 0,214
Desvio Padréo 20,11 0,121
267,3 0,318
278,0 0,28
97/06/2018 1:3 277,6 0,267
282,1 0,209
278,3 0,315
Média 276,7 0,278
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Desvio Padréo 5,536 0,044

281,4 0,249

272,7 0,355

1:3 277 0,273

29/06/2018 275 0,249
278,7 0,242

Média 277,0 0,274

Desvio Padréo 3,344 0,047

B.3 Estudo da permeabilidade em células Caco-2+HT29-MTX

O estudo da permeabilidade do PSS foi realizado de duas formas, com e sem células

Caco-2, por HPLC.

Os resultados do estudo da permeabilidade com as células Caco-2 encontra-se a seguir.
Para o estudo da permeabilidade foi necessario construir uma reta de calibragdo do PSS em

HBSS. Na Tabela B.5, apresenta-se a concentracdo de PSS (mg/L) e a sua respetiva area.

Tabela B.5 — Concentragdo do PSS em (mg/L) e a sua respetiva area.

Concentracdo (mg/L) Area
0 0
0,05 10

0,1 18,3

0,2 33,4

0,5 84,8
1 166,8
2 319,6
5 869,1
10 1433,1
50 6309,3

Na Figura B.2, apresenta-se a concentracdo do PSS de 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 e 1 mg/L

Versus a area.
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Figura B.2 — Concentragdo do PSS (mg/L) versus area.

Na Figura B.3, apresenta-se a area versus a concentracdo do PSS de 0; 1; 2; 5; 10 e 50
mg/L.
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Figura B.3 — Concentracdo do PSS (mg/L) versus area.

Na Tabela B.6 estdo apresentados os resultados do tempo de retencdo (min), area,
concentracdo de PSS (mg/L), massa de PSS na amostra e na basolateral (ug), para as
amostras com PSS e PSS nanoencapsulado. Em que o volume da amostra € de 200 pL e o

volume da basolateral é de 1,5 mL.

Tabela B.6 — Resultados do tempo de retencéo (min), area, concentracao de PSS (mg/L), massa de PSS na amostra
e na basolateral (ug).
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Massa Massa Massa Massa
Tempo 5 |PSS| P PSSna Tempo PSSna PES i)
Amostra . Area na . basolat
(min) (mg/L) amost basolater (min) amostra eral
al
ra (ug) (Hg) (Hg) (g)
4,887 47,1 0,28 0,06 0,42
PSS 4,783 59,4 0,35 0,07 0,53
nanoenca 4,812 0,06 0,47
psulado 4786 572 034 0,07 0,51
1 hora
Basolater 4,791 49,0 0,29 0,06 0,43
al
5,230 10,20 0,06 0,01 0,08
PSS 5,249 9,30 0,05 0,01 0,07 5,236 0,02 0,13
5,230 26,2 0,15 0,03 0,23
4,783 67,3 0,40 0,08 0,60
PSS 4,775 65,4 0,39 0,08 0,58
nanoenca 4,788 0,08 0,60
psulado 4783 746 044 0,09 0,66
2 horas
Basolater 4,809 61,8 0,37 0,07 0,55
al
5,231 10,9 0,06 0,01 0,09
PSS 5,237 17,4 0,10 0,02 0,15 5,236 0,01 0,11
5,240 10,4 0,06 0,01 0,08
4,794 83,4 0,50 0,10 0,74
PSS 4,794 73,3 0,44 0,09 0,65
nanoenca 4,796 0,10 0,78
3 horas sulado
Basolater P 4,797 87,4 0,52 0,10 0,78
al
4,799 103,7 0,62 0,12 0,93
PSS 5,240 15,8 0,09 0,02 0,13 5,245 0,02 0,16

99



Biopolimeros mucoadesivos para a distribuicéo direcionada de péptidos no trato gastrointestinal | 2018

6 5,256 24,5 0,14 0,03 0,21
7 5,240 15,3 0,09 0,02 0,13
1 4,806 107,1 0,64 0,13 0,96
PSS 2 4,809 110,3 0,66 0,13 0,99
nanoenca 4,808 0,14 1,06
psulado 5 4808 1267 0,76 0,15 1,14
4 horas
Basolater 4 4,807 128,7 0,77 0,15 1,15
al
5 5,244 20,9 0,12 0,02 0,18
PSS 6 5,232 33,9 0,20 0,04 0,30 5,236 0,03 0,22
7 5,233 20,4 0,12 0,02 0,18
1 4,804 87,9 0,52 0,10 0,26
PSS 2 4,801 87,3 0,52 0,10 0,26
nanoenca 4,798 0,10 0,25
psulado 5 4298 731 043 0,09 0,22
4 horas
Apical 4 4,789 92,8 0,55 0,11 0,28
5 5,432 52;14’ 41,23 8,25 20,62
5583,
PSS 6 5,434 0 43,95 8,79 21,97 5,435 8,44 21,10
7 5,439 5211’ 41,45 8,29 20,72
1 4,765 333,9 1,85 0,37 2,78
PSS 2 4,746 361,1 2,07 0,41 3,10
nanoenca 4,735 0,41 3,09
4 horas psulado
Células 3 4,727 401,8 2,39 0,48 3,59
4 4,703 341,9 1,91 0,38 2,87
PSS 5 4,675 219 0,93 0,19 1,39 4,649 0,17 1,25
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6 4,641 191,6 0,71 0,14 1,06

7 4,630 2113 0,87 0,17 1,30

PSS
nanoenca
psulado 1 5,097 62,1 0,37 0,07 0,18
inicial
sem filtrar
PSS
nanoenca
psulado
inicial
filtrado
(0.45 pm)
PPS
inicial 1 5,303
sem filtrar
PSS
inicial 7598,
filtrado 5249
(0.22 pm)

2 5,086 62,4 0,37 0,07 0,18
0 horas

5286, 4157 831 2079

N

60,11 12,02 30,06

Exemplo de calculo para o tempo de 1h, PSS nanoencapsulado, amostra 1.

Quando a area tem um resultado entre O e 166,8, utiliza-se a reta de calibracdo da Figura

B.2. Para areas entre 166,8 e 6309,3 utiliza-se a reta de calibra¢do da Figura B.3.

Através da equacdo da reta de calibragéo:
Area = 166,11 |PSS| — 0,998

Para calcular a concentragédo de PSS final:

47,1 = 166,11 |PSS| — 0,998

< |PSS| = 0,28 mg/L

Para calcular a massa de PSS na amostra:
Massa PSS na amostra = |PSS| x Volume 1 ostra
< Massa PSS na amostra = 0,28 x 0,2

<> Massa PSS na amostra = 0,06 pg

Para calcular a massa de PSS na amostra:
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Massa PSS na amostra = |PSS| x Volumey,so1ateral
<> Massa PSS na amostra = 0,28 x 1,5

<& Massa PSS na amostra = 0,42 pg

Na Figura B.4 estdo representados os cromatogramas do PSS nanoencapsulado, dos
ensaios com células, para as amostras 1 da basolateral, apical e nas células lizadas.

DAOLA Sg2204 ReF=oif (Focdroccessingeveehiicec 180718 2018.07-18 1556 38001-010L 0)

DADLA Sig=2204 Ref=oif (C\CHEVBA\. PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 201807-18 1556:38010-100L0)
DADIA Sg2204 Refoff (Q\OHEVER... PROCCESSINGPERVEABRILIDACE 180718 2018.07-18 15.56:38019-1901.0)
DADIL A Sig=2204 Ref=oif (C\CHEVBA\.. PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 2018.07-18 1556. 38008 280L0)
DADLA Sig=2204 Refolf (C\CHEVBA... PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 2018.07-18 1556.38067-370LD)
DADILA Sig=2204 Ref=oif (C\CHEVBA\. PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 2018.07-18 1556 3046-460LD)
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Figura B.4 — Cromatograma do PSS nanoencapsulado, dos ensaios com células, para as amostras 1 da basolateral,
apical e nas células lizadas.

Na Figura B.5 e na Figura B.6 estéo representados os cromatogramas do PSS, dos ensaios

com células, para as amostras 1 da basolateral, apical e nas células lizadas.
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DAL A Sg=2204 Ref=oif (FoccPToocessingPem eetlicece, 180718 201807-18 1556-28005-CE0LD)

DADILA Sig=2204 Ref=of (C\CHEVBA\.. PROCCESSINGPERVEABILIDACE. 180718 201807-18 1556:38014-140L.0)
DADLA Sg=2204 Ref=alf (C\CHEVBA. . PROCCESSINGFERVEABILIDACE 180718 2018.07-18 1556:38023230L0)
DADIA Sg=2204 Ref=off (Q\CHEVBR. . PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 2018.07-18 1556 3082:320LD)

1754

a7 48 49 5 51 52 53 nir

Figura B.5 — Cromatograma do PSS, dos ensaios com células, para as amostras 1 da basolateral, apical e nas
células lizadas.

DADL A Sg=2204 Ref=ff (FoocProocessngiPe eetlicece, 180718 2018.07-18 1556 30414101 0)

DADIL A Sig=2204 Ref=oif (C\CHEVBA\.. PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 2018.07-18 15.56.38(60.5001.0)
8
~ y
g |

100
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Figura B.6 — Cromatograma do PSS, dos ensaios com células, para as amostras 1 da basolateral, apical e nas
células lizadas.

Na Figura B.7 estdo representados os cromatogramas do PSS nanoencapsulado, dos

ensaios sem células, para as amostras 8 da basolateral e apical.
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DADLA Sg=2204 Ref=olf (FoodProocessingiPereetlicece. 180718 2018.07-18 155638008 080L D)

DADL A Sigr2204 Ref=off (Q\GHEVEA\.. FROCCESSINGPERVEABILIDACE. 180718 201807-18 15.56-38017-170L.0)
DADLA Sg=2204 Ref=lf (C\CHEVBR... FRODCESSINGPERVEARILIDACE 180718 2018.07-18 1556- 3826 260L.0)
DADLA Sg=2204Ref=ff (C\CHEVB2.. FRODCESSINGPERVEABRILIDACE 180718 2018.07-18 1556-38(B5.350LD)
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Figura B.7 — Cromatograma do PSS nanoencapsulado, dos ensaios sem células, para as amostras 8 da basolateral

e apical.

Na Figura B.8 estdo representados os cromatogramas do PSS filtrado por 0,22 um e néo
filtrado.

DADLA Sg=2204 Ref=oif (FoodProocessingiPerresbilicece 180718 2018 07-18 15-56-33066-5601.0)

PVPL PVPID, Sohvert Reio B ((B5.550L0)

PVPL FVPIB Flow  (0B5550LD)

DADLA Sig=2204 Ref=ff (C\CHEVBA... PROCCESSINGPERVEABILIDACE 180718 201807-18 1556:38056.560L.0)
PVPL PVPID, Sohvert Refio B ((B5.560LD)

PVPL FVPIB Flow  (0B6580LD)

1750+
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Figura B.8 — Cromatograma do PSS filtrado e néo filtrado.
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Figura B.9 estdo representados os cromatogramas do PSS nanoencapsulado filtrado por

0,45 um e néo filtrado.

DADLA Sg=2204 Ref=0if (FoocProccessing Pereetilicec 180718 201807-18 15,56 30063 5301 0)

PVPL AVPID, Sivert Reio B (CB3530LD)

PVPL, PVPIB Fow  (CB3530LD)

DADLA Sig=2204 Ref=ff (C\GHEVBA\.. PROCCESSINGFERVEABILIDACE 180718 201807-18 155638054 540LD)
PVPL AVPID, Sivert Reio B (CB4540L0)

PVPL AVPIB Fow  ((B4540LD)

Figura B.9 — Cromatograma do PSS nanoencapsulado filtrado e nao filtrado.

mr

A Figura B.10, representa a resisténcia eletricia transepitelial (TERR) ao longo do ensaio.

Figura B.10 — Resisténcia elétrica transepitelial (TEER), ao longo do ensaio.

PSS PSS PSS PSS
Tempo nanoencapsula nanoencapsula nanoencapsu hanoencapsula PSS PSS PSS
(h) do do lado do 5 6 7
1 2 3 4
0 730 766 902 670 922 873 920
1 770 772 929 860 1215 1125 1260
2 750 730 890 775 1050 995 1060
3 723 705 833 710 930 900 960
4 650 605 720 690 870 840 900
4* 650 600 730 632 805 708 730

*Medido as 4h no final das lavagens com HBSS.

A seguir, encontram-se os resultados referentes ao estudo da permeabilidade sem células

Caco-2.
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Na Tabela B.7, estdo apresentados os valores iniciais de volume, concentra¢do e massa do
PSS.

Tabela B.7 — Volume inicial (mL), concentracao inicial de PSS (mg/L) e massa inicial de PSS (ug).

Volume inicial (mL) 0,5
Concentracdo inicial de PSS (mg/L) 100
Massa inicial de PSS (ug) 50

Na Tabela B.8 e Tabela B.9 apresentam-se os resultados do ensaio de permeabilidade do
PSS.

Tabela B.8 — Tempo (h), area com as respetivas médias, concentragdo (mg/L) e (ug/mL), a massa das amostras
(h9).

Area Concentragéo (mg/L) = Massa das amostras em
Tempo (Hg/mL) 200 pL (ug)
") Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensai
1 2 3 1 2 3 1 2 03

0 - - - - - - 0 0 0
1 550,3 654,6 710,1 8,15 9,33 9,95 1,63 1,87 1,99
2 728,6 798,6 820,5 10,16 10,95 11,20 2,03 2,19 2,24
3 803,7 879,0 906,0 11,01 11,86 12,16 2,20 2,37 2,43
4 891,4 908,3 920,8 12,00 12,19 12,33 2,40 2,44 2,47

Tabela B.9 — Massa total de PSS acumulado (ug) e a percentagem de PSS que passa a membrana, respetivas
médias e desvios padréo.

Massa total de péptido acumulado (ug) % Péptido que passa a membrana
Enslaio Enséaio En;aio Média E:;;/;g Enslaio Enszaio Enséaio Média E:g;/;g
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00
12,23 13,99 14,93 13,72 1,37 24,5 28,0 29,9 27 2,74
16,87 18,29 18,79 17,99 0,99 33,7 36,6 37,6 36 1,99
18,55 19,98 20,48 19,67 1,00 37,1 40,0 41,0 39 2,01
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20,20 20,65 20,93 20,59 0,37 40,4 41,3 41,9 41 0,74

O exemplo de calculo a seguir refere as tabelas Tabela B.8 e Tabela B.9.
Exemplo de calculo para o tempo de 1h, ensaio 1.
Através da equacédo da reta de calibracéo:
Area = 88,723 |PSS| — 173,067
Para calcular a concentracdo de PSS final:
550,3 = 88,723 |PSS| — 173,067
< |PSS| = 8,15 pg/mL
A massa das amostras num volume de 200 pL:

Massa das amostras = |PSS| * Viatirado
< Massa das amostras = 8,15 % 0,2
< Massa das amostras = 1,63 ug

A massa total acumulada:
Massa total de PSS acumulado = |PPS| * Vygss total
<> Massa total de PSS acumulado = 8,15 * 1,5

<& Massa total de PSS acumulado = 12,23 ug

Massa total de PSS acumulado = |PSS| * Viygss total
<> Massa total de PSS acumulado = 8,15 * 1,5
<> Massa total de PSS acumulado = 12,23ug

Para calcular a massa total de PSS acumulado dos tempos seguintes, soma-se a massa

das amostras a massa da amostras a (200 pL).
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A percentagem de PSS que passa pela membrana é calculada por:

Massa total de PSS acumulado
Massa de PSS inicial

% PSS que passa a membrana =

12,23
<% PSS que passa a membrana = 5000

< % PSS que passa a membrana = 24,5

B.4 Avaliacdo datoxicidade em células Caco-2

A avaliagdo da toxicidade foi realizada através do método do MTT e do método da

resazurina, em tempos de incubagéo de 4 e 24h.

Na Tabela B.10 e na Tabela B.11 apresentam-se os valores das absorvancias com um A -
570 nm, para o ensaio 1 e 2 com MTT para 4h.

Tabela B.10 — Absorvancias a 570 nm, para 4h de incubacéo, para o ensaio 1.

DMSO cmftii?a 10% H,0 PSS Nanoparticulas nanoenpcsaisulado
A 0,123 0,461 0,456 0,448 0,454 0,461
B 0,118 0,449 0,46 0,454 0,462 0,453
C 0,129 0,443 0,452 0,444 0,454 0,457
D 0,121 0,415 0,424 0,419 0,431 0,448

Tabela B.11 — Absorvancias a 570 nm, para 4h de incubagao, para o ensaio 2.

DMSO cm(tiij?a 10% H,O PSS Nanoparticulas nanoenii;s)sulado
A 0,115 0,37 0,62 0,376 0,441 0,398
B 0,110 0,382 0,426 0,419 0,429 0,402
C 0,113 0,392 0,399 0,425 0,398 0,408
D 0,119 0,391 0,383 0,405 0,384 0,424

Na Tabela B.12 e na Tabela B.13 apresentam-se o0s valores das absorvancias A - 690 nm,
para o ensaio 1 e 2 com MTT para 4h.
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Tabela B.12 — Absorvéancias a 690 nm, para 4h de incubacao, para o ensaio 1.

DMSO cmfﬁa 10% Hz0 PSS Nanoparticulas nanoeniii’sula i
A 0,123 0,111 0,115 0,112 0,112 0,11
B 0,107 0,104 0,111 0,109 0,112 0,107
C 0,115 0,113 0,117 0,106 0,124 0,108
D 0,105 0,096 0,103 0,090 0,097 0,098

Tabela B.13 — Absorvancias a 690 nm, para 4h de incubac¢éo, para o ensaio 2.

DMSO Cmiif:a 10% H,0 PSS Nanoparticulas nanoenF::i[S)sulado
A 0,101 0,092 0,252 0,096 0,117 0,098
B 0,097 0,115 0,112 0,102 0,116 0,103
C 0,1 0,105 0,095 0,107 0,103 0,122
D 0,101 0,115 0,098 0,106 0,115 0,129

Na Tabela B.14 e Tabela B.15 estdo apresentados os valores das subtracbes das
absorvancias, média e desvio padrdo do meio de cultura, do ensaio com MTT para 4h, para o
ensaio 1l e 2.

Tabela B.14 — Subtracdo das absorvancias dos A de 570 e 690 nm, média e o respetivo desvio padrdo do meio de
incubacéo, para 4h de contacto, para o ensaio 1.

A570-A690  DMSO cmiﬁa 10% H,0 PSS Nanoparticulas nanoeniiisula i
A 0,000 0,350 0,341 0,336 0,342 0,351
B 0,011 0,345 0,349 0,345 0,350 0,346
c 0,014 0,330 0,335 0,338 0,33 0,349
D 0,016 0,319 0,321 0,329 0,334 0,350
Média : 0,336 : ] ] ]
T o - -
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Tabela B.15 — Subtragdo das absorvancias dos A de 570 e 690 nm, média e o respetivo desvio padrdo do meio de
cultura, para 4h de incubagéo, para o ensaio 2.

A570-A690  DMSO Cmiﬁa 10% H,0 PSS Nanoparticulas nanoeniiﬁsula do
A 0014 0278 0,368 0,28 0,324 03
B 0013 0,267 0,314 0,317 0,313 0,299
c 0013 0,287 0,304 0,318 0,295 0,286
D 0018 0,276 0,285 0,299 0,269 0,295
Média - 0,277 - - - -
e - om - - - -

Na Tabela B.16 apresentam-se os resultados dos célculos efetuados para a percentagem
de viabilidade celular, no ensaio com MTT para 4h, para os ensaios 1 e 2.

Tabela B.16 — Percentagem de viabilidade celular, média e respetivo desvio padrao para 4h de incubacéo, para o
ensaiole 2.

% Viabilidade Meio . . PSS
celular LSO cultura LU O FES NEMOIEETTETIES nanoencapsulado
0,000 104,2 101,5 100,0 101,8 104,5
3,274 102,7 103,9 102,7 104,2 103,0
Ensaio 1
4,167 98,21 99,7 100,6 98,2 103,9
4,762 94,94 95,5 97,9 99,4 104,2
5,054 132,9 100,4 101,1 117,0 108,3
4,693 113,4 96,40 114,4 113,0 107,9
Ensaio 2
4,693 109,7 103,6 114,8 106,5 103,2
6,498 102,9 99,6 107,9 97,10 106,5
Média 4,143 107,37 100,08 104,93 104,65 105,19
Desvio Padréo 1,901 11,855 3,024 6,631 7,172 2,091

O calculo para a percentagem de viabilidade celular € 0 mesmo para as 4 e 24h de

incubacao e o exemplo encontra-se depois das tabelas para as 24h de contacto.

Na Tabela B.17 e na
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Tabela B.18 apresentam-se os valores das absorvancias com um A de 570 nm, para o

ensaio 1 e 2 com MTT para 24h.

Tabela B.17 — Absorvancias a 570 nm, para 24h de incubacéo, para o ensaio 1.

DMSO Meio cultura 10% H,O PSS Nanoparticulas nanoenisalﬁsulado
A 0,116 0,532 0,54 0,606 0,563 0,506
B 0,143 0,519 0,508 0,505 0,5 0,458
C 0,149 0,506 0,487 0,448 0,445 0,467
D 0,128 0,413 0,44 0,471 0,475 0,441

Tabela B.18 — Absorvancias a 570 nm, para 24h de incubagao, para o ensaio 2.

DMSO Meio cultura 10% H,O PSS Nanoparticulas nanoenpciisulado
A 0,105 0,622 0,586 0,588 0,581 0,594
B 0,100 0,583 0,562 0,600 0,532 0,550
c 0,098 0,613 0,528 0,554 0,495 0,503
D 0,120 0,482 0,472 0,471 0,519 0,526

Na Tabela B.19 e na Tabela B.20 apresentam-se os valores das absorvancias com A - 690

nm, para o ensaio 1 e 2 com MTT para 24h.

Tabela B.19 — Absorvancias a 690 nm, para 24h de incubacéo, para o ensaio 1.

DMSO Meio cultura  10% H,O PSS Nanoparticulas nanoenpciisulado
A 0,108 0,099 0,104 0,138 0,135 0,119
B 0,137 0,105 0,106 0,105 0,113 0,103
C 0,134 0,114 0,104 0,087 0,108 0,107
D 0,113 0,083 0,098 0,100 0,103 0,099
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Tabela B.20 — Absorvancias a 690 nm, para 24h de incubagao, para o ensaio 2.

DMSO  Meio cultura 10% H,O PSS Nanoparticulas nanoeniiisulado
A 0,094 0,148 0,126 0,165 0,126 0,135
B 0,087 0,123 0,123 0,165 0,101 0,121
C 0,088 0,162 0,123 0,118 0,079 0,104
D 0,102 0,086 0,096 0,089 0,112 0,101

Na Tabela B.21 e Tabela B.22 estdo apresentados os valores das subtracbes das
absorvancias, a média e desvio padrdo do meio de cultura, do ensaio com MTT para 24h, para
oensaiole?2.

Tabela B.21 — Subtragdo das absorvancias dos A de 570 e 690 nm, média e o respetivo desvio padrao para o meio
de cultura, as 24h de contacto, para o ensaio 1.

A570-A690 DMSO C'L\j"lfl'ﬁ . 10%H.0 PSS Nanoparticulas niiﬁ culado
A 0,008 0433 0,436 0,468 0,428 0,387
B 0,006 0414 0,402 0,400 0,387 0,355
c 0015 0,392 0,383 0,361 0,337 0,360
D 0015 0,330 0,342 0,371 0,372 0,342
Média i 0,392 : - - .
Desvio Padréo - 0,045 - - - -

Tabela B.22 — Subtracédo das absorvancias dos A de 570 e 690 nm , média e o respetivo desvio padréo para o meio
de cultura, as 24h de contacto, para o ensaio 2.

A570-A690 DMSO szil? . 10%H,0 PSS  Nanoparticulas __ niiﬁsul ado
A 0,011 0,474 0,460 0,423 0,455 0,459
B 0,013 0,460 0,439 0,435 0,431 0,429
c 0,010 0,451 0,405 0,436 0,416 0,399
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D 0,018 0,396 0,376 0,382 0,407 0,425
Média - 0,445 - - - -
Desvio
Padréo i 0,034 i ) i i

Na Tabela B.23 apresentam-se os resultados dos célculos efetuados para a percentagem
de viabilidade celular, no ensaio com MTT para 24h, para o ensaio 1 e 2.

Tabela B.23 — Percentagem de viabilidade, média e respetivo desvio padrédo as 24h de contacto, para o ensaio 1 e 2.

% Viabilidade Meio 8 : PSS
celular RS cultura A0 FES NEMERETE E0Es nanoencapsulado
2,04 110,4 111,2 119,3 109,1 98,66
] 1,53 105,5 102,5 102,0 98,66 90,50
Ensaio 1
3,82 99,94 97,64 92,03 85,91 91,78
3,82 84,13 87,19 94,58 94,84 87,19
2,47 103,31 106,46 95,00 102,2 103,09
2,92 98,60 103,31 97,70 96,80 96,35
Ensaio 2
2,25 90,96 101,29 97,92 93,43 89,61
4,04 84,45 88,94 85,79 91,41 95,45
Média 2,86 97,16 99,816 98,04 96,54 94,08
Desvio Padréao 0,943 9,727 8,262 9,820 7,032 5,274

Exemplo de calculo para as 24h, amostra A para DMSO, do ensaio 1.

Para calcular a percentagem de viabilidade celular:

% Viabilidade celular = AbStabelaB15 %100
Média AbsB.lB meio cultura

0,008

& 9% Viabilidade celular = 305

* 100

9% Viabilidade celular = 2,04

Na Tabela B.24 apresentam-se os valores das absorvancias a 560 e 590 nm, média e o

desvio padrdo do meio de cultura do ensaio com resazurina para 4h, para o ensaio 2.
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Tabela B.24 — Absorvancias a 560 e 590 nm, média e respetivo desvio padrao do meio de cultura para 4h de
incubagéo, para o ensaio 2.

Ganho70  DMSO cmfﬁa 10% H;0 PSS Nanoparticulas nanoenpciisula do
A 5479 15038 15396 14552 15319 15317
B 5422 14279 14596 17121 17206 14981
c 5422 14962 14439 14981 : 13018
D 5570 - 13138 : : :
Média i 14760 : i ] ]
A -

Na Tabela B.25 e Tabela B.26 apresentam-se os valores das absorvancias a 560 e 590 nm,
média e o desvio padrdo do meio de cultura do ensaio com resazurina para 24h, para o ensaio
le?2.

Tabela B.25 — Absorvancias a 560 e 590 nm, média e respetivo desvio padrdo do meio de cultura para 24h de
incubagéo, para o ensaio 1.

Ganho 80 DMSO Cmflif:a 10% H,O PSS Nanoparticulas nanoenpcsaﬁsulado
A 8990 73078 69800 74076 77822 75958
B 8421 72749 69554 76483 76465 75855
C 8145 71270 74075 76455 78348 79069
D 8196 70755 72809 76136 77293 80171
Média - 71963 - - - -
Desvio Padrao - 1125,5 - - - -

Tabela B.26 — Absorvancias a 560 e 590 nm, média e respetivo desvio padrdo do meio de cultura para 24h de
incubacéo, para o ensaio 2.

PSS
nanoencapsulado

Meio

Ganho 70 DMSO cultura

10% H,0 PSS Nanoparticulas
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A 5161 47759 35779 52554 49808 49219
B 5218 48863 32718 46906 51771 48007
c 5121 38319 30836 47429 38871 49223
D 5184 - - - - -

Média - 44980 - ; ; ]

Qe wm - -

Na Tabela B.27 apresentam-se os resultados dos célculos efetuados para a percentagem

de viabilidade celular, no ensaio com resazurina para 4h, para o ensaio 2.

Tabela B.27 — Percentagem de viabilidade, média e respetivo desvio padréo para 4h de incubacgéo, para o ensaio 2.

YA VAT .
7o WIELIIEEnle DMSO NSle 10% H,O PSS Nanoparticulas P
celular cultura nanoencapsulado
37,12 101,89 104,31 98,59 103,8 103,78
36,74 96,74 98,89 116,0 116,6 101,50
Ensaio 2
36,74 101,37 97,83 101,5 - 88,20
37,74 - 89,01 - - -
Média 37,09 100,00 97,51 105,36 110,18 97,83
Desvio Padréo 0,472 2,835 6,338 9,326 9,037 8,415

Na Tabela B.28 apresentam-se os resultados dos célculos efetuados para a percentagem

de viabilidade celular, no ensaio com resazurina para 24h, para o ensaio 1 e 2.

Tabela B.28 — Percentagem de viabilidade celular para 24h de incubagéo.

% Viabilidade Meio ? a PSS
celular DLLS cultura el P MEMOEEIEIEE nanoencapsulado
12,49 101,5 96,99 102,9 108,1 105,6
. 11,70 101,1 96,65 106,3 106,3 105,4
Ensaio 1
11,32 99,04 102,9 106,2 108,9 109,9
11,39 98,32 101,2 105,8 107,4 111,4
Ensaio 2 11,47 106,18 79,54 116,84 110,7 109,42
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11,60 108,63 72,74 104,28 115,1 106,73
11,38 85,19 68,55 105,44 86,42 109,43
11,53 - - - - -
Média 11,61 99,99 88,37 106,82 106,14 108,27
Desvio Padréo 0,377 7,519 14,339 4,579 9,159 2,340

Exemplo de calculo para as 24h, amostra A para DMSO, do ensaio 1.

Para calcular a percentagem de viabilidade celular:

% Viabilidade celular = AbStabela B 22 x 100
Média Absg 23 meio cultura

8990
71963

< 9% Viabilidade celular = x 100

&% Viabilidade celular = 12,49

C.Estudo in vitro do efeito do encapsulamento do PSS na sua estabilidade em
condi¢cdes gastrointestinais

As amostras do estudo do efeito do encapsulamento do PSS em condi¢des gastrointestinais

foram analisadas por HPLC.

Na Figura C.1 estd apresentado o cromatograma do PSS a 50 mg/L para a fase oral e

gastrica.
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“DADLA Sg=2204 Ref=ff (FoodProoce. . Sedarte\da dADIGL PECS 180718 201807-19 12-1351009.080L D- C\CHEVEA.
PVPL PVPID, Sovert RetioB  (009080LD)

FVPL PVPIB Flow  (009090LD) )

"DADL A Sig=2204 Ref=off (Q\GHEVEA.. SNOANTECLAUDIADIGL PECS 180718201807-19 12-1351\001-010L.0)

PVPL AVPID, Sdvert Retio B (001-0101.D)

PVPL PVPIB Fow  (001-010LD)

T T T T T T T T T
48 49 5 51 52 53 54 55 56 mir

Figura C.1 — Cromatograma do PSS a 50 mg/L. As linhas rosa e azul representam a fase oral e gastrica
respetivamente. O pico assinalado com a linha vermelha representa o PSS.

Na Figura C.2 estd apresentado o cromatograma do PSS a 50 mg/L para a fase oral e
intestinal.

*DADLA Sig=220,4 Ref=off (FoodProoce... Sedante dadalDIGL PBCS 180718 2018.07-19 12-1351\017-180LD- C\CHEVBA
DADLA Sig=2204 Ref=dff (C\CHEVBA... SAOANTEALALDIADIGL PBCS 180718 2018.07-19 12-13-51\001-0101.0)

N 5IB

T T T T T T T
46 48 5 52 54 56 58 mir

Figura C.2 — Cromatograma do PSS a 50 mg/L. As linhas rosa e azul representam a fase oral e intestinal
respetivamente. Os picos assinalados com a linha vermelha representam o PSS.
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Na Figura C.3 esta apresentado o cromatograma do PSS nanoencapsulado a 50 mg/L para
a fase oral e géstrica.

DADLA Sig=220,4 Ref=oif (FoodProcoessngiDIGL NS PECS 190718 2018.07-20 12190121201 0)

PVPL AVPID, Sovert RetioB  (012-1201.0)

RVPL AVPIB Flow  (012-120L.0)

*DADL A, Sg=2204 Refoff (C\CHEMER. . DPRODCESSINGDIGL NPS PECS 190718201807-2012-1902003080LD)
PVPL AVPID, Sohvert RetioB  (003080LD)

PVPL PVPIB Flow  (008080LD)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
44 46 48 5 52 54 56 mir

Figura C.3 — Cromatograma do PSS nanoencapsulado a 50 mg/L. As linhas rosa e azul representam a fase oral e

gastrica respetivamente. Os picos assinalados com a linha vermelha representam o PSS.

Na Figura C.4 esta apresentado o cromatograma do PSS nanoencapsulado a 50 mg/L para

a fase oral e intestinal.
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“DADL A Sg=2204 Ref=off (FoodProocesSngDIGL NPs_PBCS 190718 201807-20 12-1902016- 160D - C\CHEVBA... SAOANTE
PFVPL PVPID, Sovert RetioB  (016-160L.D)

PVPL PVPIB Flow  (016-160LD)

"DADL A Sig=2204 Ref=off (Q\CHEVEA.. DPROCCESSINGIDIGL NPS PECS 1907182018.07-20 12-19.02001-010LD)

PVPL AVPID, Sdvert Retio B (001-0101.D)

PVPL PVPIB Fow  (001-010LD)

T T T T T T T
49 5 51 52 53

54 55 mir

Figura C.4 — Cromatograma do PSS nanoencapsulado a 50 mg/L. As linhas rosa e azul representam a fase oral e
intestinal respetivamente. O pico assinalado com a linha vermelha representa o PSS.
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