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RESUMO

A microbiota intestinal € composta por uma variedade de microrganismos que
vivem em simbiose com o hospedeiro humano, proporcionando diversos beneficios
como interacdo com sistema imunoldgico, influéncia na permeabilidade do epitélio e
na producdo de substancias que atuam em processos metabdlicos essenciais para o
bom funcionamento do organismo. Estilo de vida, dieta e estresse sédo alguns dos
fatores que podem contribuir para que ocorra a alteracdo da microbiota. A condic&o
na qual se tem alteracdo da microbiota é denominada disbiose, e quando presente
pode desencadear o desenvolvimento de muitas doencgas, no entanto, a manutencao
de uma microbiota equilibrada pode prevenir e até mesmo tratar diversas patologias,
um dos métodos recomendados é a administragdo de formulagées de probioticos. Os
probidticos sdo microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro, porém, algumas cepas nao
sdo capazes de tolerar as condi¢cdes adversas do trato gastrointestinal (TGI), sendo
necessario proporcionar uma barreira fisica externa como prote¢do. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi encapsular o probiotico Lactobacillus rhamnosus utilizando
a quitosana, um polimero de origem natural, como matriz encapsulante e avaliar a
sobrevivéncia desse microrganismo as condi¢cdes gastrointestinais simuladas. Desse
modo, os probidticos foram encapsulados com quitosana por meio do método de
gelatinizacéo ibnica, a simulacdo do TGI foi realizada com os probioticos livres (nédo
encapsulados) e encapsulados. A caracterizacao das nanoparticulas foi realizada por
meio da andlise de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), diametro
hidrodindmico e do indice de polidispersséo (IPD). Para fins de comparacao e anélise
da influéncia do processo de encapsulacdo na caracterizacdo, foram produzidas
nanoparticulas vazias e nanoparticulas com o probidético. Os resultados mostraram
gue as nanoparticulas com o probiotico apresentaram-se com diametro de 475 nm e
as nanoparticulas vazias obtiveram-se valores de 83,85 nm, em relagéo ao IPD ambas
as amostras se apresentaram polidispersas. A andlise de MEV das nanoparticulas
vazias evidenciou morfologias distintas, os resultados das fotomicrografias das
nanoparticulas encapsuladas sugerem a presenca de agregacao. Os resultados de
digestibilidade evidenciam que os probioticos na forma livre ndo sobreviveram, visto
gue apresentaram contagem abaixo do limite de deteccdo ao final do processo, 0s
resultados referentes aos probiéticos encapsulados sugerem que o procedimento de
encapsulacdo pode ter sido eficaz na protecdo, uma vez que foi possivel realizar a
quantificacdo dos probiéticos, apresentando valores de contagem inicial de 8,84 log
UFC/mL e ao final da simulacdo 4,30 log UFC/mL. Entretanto ainda ha necessidade
de otimizar o processo de producdo de nanoparticulas, estabelecendo protocolo de
avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo bem como evitar a presenca de agregados
uma vez que esse pode comprometer a aplicabilidade das nanoparticulas com os
probidticos.

Palavras—chave: Quitosana. Disbiose. Probidticos. Nanoparticulas. TGI.



ABSTRACT

The intestinal microbiota is composed of a variety of microorganisms that live in
symbiosis with the human host, providing various benefits such as interaction
with the immune system, influence on the permeability of the epithelium, and the
production of substances that act in metabolic processes essential for the proper
functioning of the body. Lifestyle, diet, and stress are some of the factors that can
contribute to the alteration of the microbiota. The condition in which there is an
alteration in the microbiota is called dysbiosis, and when present it can trigger the
development of many diseases; however, the maintenance of a balanced
microbiota can prevent and even treat several pathologies, one of the
recommended methods is the administration of probiotic formulations. Probiotics
are live microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer
health benefits to the host; however, some strains are not able to tolerate the
adverse conditions of the gastrointestinal tract (Gl tract), making it necessary to
provide an external physical barrier as protection. Therefore, the objective of this
study was to encapsulate the probiotic Lactobacillus rhamnosus using chitosan,
a polymer of natural origin, as an encapsulating matrix and to evaluate the
survival of this microorganism to simulated gastrointestinal conditions. Thus, the
probiotics were encapsulated with chitosan using the ionic gelatinization method,
and the GIT simulation was performed with the free (non-encapsulated) and
encapsulated probiotics. Characterization of the nanopatrticles was performed by
scanning electron microscopy (SEM) analysis, hydrodynamic diameter and
polydispersity index (DPI). For comparison purposes and to analyze the influence
of the encapsulation process on the characterization, empty nanopatrticles and
nanoparticles with the probiotic were produced. The results showed that the
nanoparticles with the probiotic had a diameter of 475 nm and the empty
nanoparticles had a diameter of 83.85 nm. In relation to the IPD, both samples
were polydisperse. The SEM analysis of the empty nanoparticles showed distinct
morphologies, the results of the photomicrographs of the encapsulated
nanoparticles suggest the presence of aggregation. The digestibility results show
that the probiotics in the free form did not survive, since they presented counts
below the detection limit at the end of the process. The results concerning the
encapsulated probiotics suggest that the encapsulation procedure may have
been effective in protection, since it was possible to quantify the probiotics,
presenting initial count values of 8.84 log CFU/mL and at the end of the simulation
4.30 log CFU/mL. However, it is still necessary to optimize the nanoparticle
production process, establishing an evaluation protocol of the encapsulation
efficiency as well as avoiding the presence of aggregates since this can
compromise the applicability of nanoparticles with probiotics.

Keywords: Chitosan. Dysbiosis. Probiotics. Nanoparticles. GIT.
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1. INTRODUCAO

1. 1. Microbiota intestinal e sua importancia

O termo microbiota intestinal refere-se ao conjunto de microrganismos
presentes no intestino que vivem em estado de simbiose com o hospedeiro,
contribuindo com as funcbes bioldégicas e metabolicas que beneficiam o
hospedeiro (MERONI; LONGO; DONGIOVANNI, 2019).

A colonizagao microbiana é fundamental para homeostase do organismo,
esse fato pode ser evidenciado por meio da sua ligacdo com o0 sistema
imunologico (RODRIGUES et al., 2016). A relacdo entre o hospedeiro e a
microbiota tem inicio no nascimento durante o parto, presumindo que esse seja
0 primeiro contato com um ambiente ndo estéril. (LA FATA; WEBER;
MOHAJERI, 2018). Entretanto, estudos ja evidenciaram a presenca de
microrganismos no liquido amniotico, no corddo umbilical e na placenta (LA
FATA; WEBER; MOHAJERI, 2018; JIMENEZ et al., 2008; PETERSON;
SHARMA; ELMEN; PETERSON, 2015; STOUT et al., 2013). A diversidade da
microbiota nesse caso serd dependente do microbioma da mae e esta
relacionado com o tipo de parto, visto que logo apdés o parto as bactérias da mée
e do ambiente circundante colonizam o intestino do recém-nascido (SILVA-
JUNIOR et al., 2017).

Uma caracteristica notavel do sistema imune intestinal é a capacidade de
estabelecer tolerdncia imunoldgica aos microrganismos comensais e
desenvolver respostas imune contra microrganismos patogénicos (ZHENG;
LIWINSKI; ELINAV, 2020). Um dos mecanismos de ligagdo entre o sistema
imune e a microbiota esta relacionado com o reconhecimento de componentes
da parede celular ou segmentos DNA, que s&o identificados por receptores de
reconhecimento padrdo (PRRS) localizados nas células epiteliais (ZHENG;
LIWINSKI; ELINAV, 2020; CARDOSO, 2015). Esses receptores, como por
exemplo, os Toll-Like (TLR) e NOD-Like (NLR) detectam sinais microbianos,
denominados padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS) e induzem
resposta imunolégica. Os PAMPs sdo estruturas presentes nos microrganismos,

como componentes da parede bacteriana, DNA bacteriano entre outros. Desse
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modo, os PAMPS nao sao exclusivos de patdgenos e também estao presentes
na microbiota (CARDOSO, 2015).

A sinalizagdo por meio destes receptores pode desencadear uma
resposta inflamatéria fisiolégica que favorece a proliferacdo de células
progenitoras contribuindo para a integridade intestinal. Entretanto, quando ha
falhas nesses mecanismos, uma resposta nao controlada pode ser estabelecida
desencadeando um processo inflamatério inadequado, como ilustrado na figura
1 (CARDOSO, 2015).

Componentes microbianos também estdo relacionados com o sistema
imune, como o polissacarideo A (PSA) produzido pelo microrganismo comensal
Bacteroides fragilis, que possui a capacidade de gerar resposta inume
estimulando linfocitos TCD4 * a produzir interleucina (IL)10, uma citocina anti-
inflamatoria que restringe a inflamacdo patogénica no intestino. (ZHENG;
LIWINSKI; ELINAV, 2020; CARDOSO, 2015; RAMAKRISHNA et al., 2019).

Além disso, muitos estudos relacionam a importancia da interacdo do
sistema imunolégico do hospedeiro com a microbiota por intermédio de
pesquisas desenvolvidas com animais livres de microbiota. As primeiras
pesquisas com esses animais demostraram que a auséncia de microbiota estava
relacionada com a reducdo do numero de linfocitos, que tiveram seus valores
normalizados apés a colonizacdo da microbiota. (ZHENG; LIWINSKI; ELINAV,
2020). O trabalho desenvolvido por Noah e colaboradores (2015) relaciona a
relevancia dessa interagdo na maturacdo do sistema imune, sua pesquisa
evidenciou que camundongos livres de microbiota exibiam sistema imunologico
intestinal subdesenvolvido, com estrutura de cripta alterada e espessura de
muco reduzida devido a reducdo do numero de células caliciformes, além da
reducgéo de IgA.

A manutencao da integridade da barreira é essencial e uma das funcdes
do epitélio do trato gastrointestinal (TGI). Essa integridade é mantida por
complexos multiproteicos, foi demostrado que a expressdo desse complexo é
regulada por microrganismos da microbiota. No entanto, quando sua expressao
é alterada, a funcionalidade da barreira € comprometida podendo ser prejudicial
ao hospedeiro (LA FATA; WEBER; MOHAJERI, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/goblet-cell
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Figura 1: Representacéo esquematica da interagdo microbiota e hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de CARDOSO, 2015.

A microbiota também contribui na metabolizacdo de nutrientes e vitaminas
essenciais para o organismo (GONCALVES, 2014; TREMAROLI; BACKHED,
2012). Para se manter vivo o0 organismo precisa de energia que é obtida a partir
da dieta, e para isso o0s nutrientes devem ser degradados para serem absorvidos,
embora o intestino produza enzimas que degradam os hidratos de carbono,
estas ndo conseguem degradar os hidratos mais complexos. Diante disso, a
metabolizacao é realizada pelas bactérias que compdem a microbiota intestinal,
as quais quebram essas moléculas em particulas menores tal como os acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) (GONCALVES, 2014; TREMAROLI; BACKHED,
2012), como por exemplo o butirato, acetato e propionato, que sao absorvidos
no célon, sendo que o propionato e o butirato atuam no figado como substrato
nos processos de gliconeogénese e lipogénese, ja o acetato funciona como
substrato energético do metabolismo celular do epitélio do célon (GONCALVES,
2014; SCOTT et al., 2013). A microbiota intestinal também possui acdo no
metabolismo dos acidos biliares que sdo sintetizados pelo figado a partir do
colesterol da dieta, uma pequena parte dos acidos biliares primarios que nao é
absorvida pelo intestino sofre agdo da microbiota e sdo convertidos nos acidos
biliares secundarios litocélico e desoxicolico, que sao absorvidos no intestino. A

conversdo dos acidos primarios em acidos secundarios ocorre por uma
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desidroxilagcédo, reacéo catalisada por enzimas bacterianas (PIMENTEL, 2006;
GONGCALVES, 2014; CLAUDEL et al., 2005).

Dessa forma, o trato gastrointestinal € um componente fundamental na
homeostase, visto que, esse sistema abriga a maior parte desses
microrganismos. O TGI também possui importantes fun¢des para manutencao
da homeostase do organismo, o epitélio da mucosa forma uma barreira que
impede a entrada de microrganismos comensais no meio estéril do hospedeiro,
no qual podem ativar uma resposta imunoldgica sistémica (BASHIARDES et al.,
2016; KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013). Essa protecdo ocorre por
meio de complexos componentes imunoldgicos da mucosa, que consistem em
uma rede de populacdes celulares e por meio da estrutura mecéanica exclusiva
do intestino, que incluem juncdes estreitas que interconectam células epiteliais
adjacentes e estdo envolvidas na regulacdo da permeabilidade intestinal
(BASHIARDES et al., 2016; PETERSON; ARTIS, 2014; BRENCHLEY; DOUEK,
2008). Em conjunto, todas essas caracteristicas mantém o equilibrio e a
funcionalidade intestinal, no entanto, a desregulacdo desse sistema pode
prejudicar a funcionalidade das juncbes estreitas e levar a um intestino
permeavel (BASHIARDES et al., 2016; PETERSON; ARTIS, 2014), resultando
na migracdo de microrganismos ou endotoxinas bacterianas, do lumen intestinal
para os linfonodos mesentéricos e outros locais extra intestinais, processo
denominado translocacao microbiana (migracdo dos microrganismos) (BRANDI
et al., 2017) ou endotoxemia metabdlica (migracdo de toxinas bacterinas, LPS)
capaz de ocasionar diversos maleficios ao organismo (GATT; REDDY; MACFIE,
2006).

Além disso, o TGI é responsavel pela secrecdo de enzimas digestivas e
acido gastrico capazes de conferir protecédo contra microrganismos patogénicos.
(MAIA; FIORIO; SILVA, 2018).

O ambiente intestinal é composto por uma variedade de bactérias
anaerobias que em geral sdo dos géneros: Bifidobacterium spp., Clostridium
spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Eubacterium spp., Fusobacterium
spp., Peptostreptococcus spp. € Ruminococcus spp. (MAIA; FIORIO; SILVA,

2018), sendo que ao longo do TGl a concentracdo e os tipos bacterianos


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=GATT%2C+M
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=REDDY%2C+B+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=MACFIE%2C+J
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predominantes variam. O estbmago e o intestino delgado proximal contém um
namero relativamente baixo de bactérias, isso se deve a motilidade do intestino
e também ao efeito antimicrobiano do &cido gastrico e do suco pancreatico
presentes no intestino. Ja a regido do ileo terminal predominam microrganismos
gram-negativos e aerobios. No célon, a concentracdo e diversidade da
microbiota altera-se drasticamente, no qual podem ser encontradas
concentracdes de 10'? UFC/mL, constituidas predominantemente por
anaerobios, como 0s pertencentes aos géneros Bacteroides, Bifidobacterium,
Lactobacillus e Clostridium (QUIGLEY, 2013). O perfil tipico de distribuicdo e
concentracdo bacteriana ao longo do TGl € ilustrado na figura 2.

Figura 2: Composicao e concentra¢des microbianas dominantes em diferentes regides do trato
gastrointestinal.
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Fonte: Adaptado de KONTUREK, 2015.

Neste contexto, fica evidente o papel da microbiota intestinal na saude do
hospedeiro, evidenciando que uma microbiota intestinal equilibrada resulta na
atividade normal das funcdes fisiolégicas do hospedeiro, assegurando assim uma
melhor qualidade de vida. No entanto, a alteracdo dessa microbiota traz maleficios
a saude do hospedeiro podendo contribuir para o desenvolvimento de diversas
patologias (ARAUJO et al., 2019). A condicdo na qual se tem alteracio
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composicional e funcional da microbiota € denominado disbiose (BASHIARDES
et al., 2016). A disbiose causa um desequilibrio no organismo, ocasionando
reducdo da absorcdo de nutrientes, degradacdo de vitaminas, inativacdo de
enzimas, producdo de toxinas cancerigenas e destruicdo da mucosa intestinal
(ARAUJO et al., 2019). Dieta, estresse, uso de medicacéo e estilo de vida sdo
alguns dos fatores que podem influenciar essa modulacdo (MEJIA et al., 2012;
WANG; WAN, 2019).

Algumas doencas possuem associacdo com a condicdo de disbiose, a
comecar pela obesidade que é uma doenca caracterizada pelo acumulo de
gordura corporal (WANDERLEY; FERREIRA, 2010) e tem se tornado um dos
problemas de salde publica mais relevantes, devido a sua contribuicdo para altas
taxas de morbidade e mortalidade. Pesquisas tém relacionado a composicéo da
microbiota intestinal com desenvolvimento da obesidade (ARAUJO et al., 2019;
BORONI et al.,, 2012). Um estudo desenvolvido por Boroni e colaboradores
(2012), mostrou que hé diferencas na composi¢cdo da microbiota entre individuos
magros e obesos, associando o desequilibrio de peso as diferentes espécies
microbianas presentes em cada grupo. Evidéncias em modelos animais indicam
a probabilidade da microbiota de obesos possuir maior capacidade de captar
energia proveniente da dieta, fornecendo substratos que podem ativar as vias
lipogénicas. Os microrganismos podem ainda induzir a atividade da lipoproteina
lipase e consequentemente interferir no acumulo de triglicerideos no tecido
adiposo (BORONI et al., 2012).

Além da obesidade, outras patologias tém sido associadas a condi¢cdo de
disbiose, como a doenca Inflamatéria Intestinal (DIl), que compreende um grupo
de doencas inflamatdrias crénicas, que afetam o TGI, dentre elas a doenca de
Crohn e a colite ulcerativa (GOMES, 2017). Estudos realizados mostraram que
existe uma comunicacdo entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o trato
gastrointestinal (TGI), sendo essa comunicacdo responsavel pela melhora na
funcionalidade do trato digestério (CRYAN, 2019; SILVESTRE, 2016). Dada a
associacao entre esses dois sistemas, fica evidente que a alteracdo de um pode
consequentemente prejudicar o outro, estimulando por exemplo o

desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, como as doencas de
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Parkinson (NESI; FRANCO; CAPEL, 2020) e de Alzheimer (MANCUSO;
SANTANGELO, 2018).

Dentro do contexto apresentado, fica evidente o papel da microbiota intestinal
tanto na doenca quanto na saude do hospedeiro, principalmente quando a
condicao de dishiose se estabelece. Contudo, a manutencédo de uma microbiota
equilibrada pode prevenir e até mesmo tratar diversas patologias, entre as
terapias disponiveis destacam-se a administracdo de probioticos, prebidticos,
simbidticos, mudancas nos habitos alimentares e transplante fecal (SILVESTRE,
2016).

1. 2. Probidéticos no tratamento da disbiose intestinal

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), probidticos sdo
definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro” (XIE;
HALEGOUA, 2019; DEGNAN, 2008). Os probidticos possuem VAarios
mecanismos que atuam na protecao do organismo, entre eles estdo a protecao
contra bactérias patogénicas por meio da competicdo, modulacdo do sistema
imunolégico, producdo de compostos antimicrobianos, reducdo do pH e
competicdo por nutrientes, além de possuirem a capacidade de aderéncia ao
epitélio, visando posterior colonizacdo (GONCALVES, 2014). Eles auxiliam
ainda na digestdo através da fermentacdo dos carboidratos ndo digeriveis e
atuam na regulacdo da producao de citocinas pré e anti-inflamatorias. A figura 3
ilustra os principais mecanismos de acao dos probidticos (NESI; FRANCO;
CAPEL, 2020).



Figura 3: Mecanismos de agéo dos probioticos.
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Diante da essencialidade dos probidticos para o organismo, cada vez
mais seu uso vem sendo aceito pela comunidade cientifica. Probidticos como
Lactobacillus e Bifidobacterium sao descritos como 0s géneros mais utilizados.
Pesquisas tém demonstrado a eficacia na profilaxia e até mesmo no tratamento
de diversas patologias por meio da administracdo desses microrganismos
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2006; GONCALVES, 2014; DE ARAUJO et al., 2017; XIE; HALEGOUA, 2019;
DUSEJA et al., 2019). Assim, fica evidente que a utilizacdo de probioticos pode
fornecer muitos beneficios a saude do hospedeiro, no entanto, para que esses
microrganismos realizem suas funcdes e atinjam o efeito desejado, os niveis
populacionais bioterapéuticos deve ser igual ou superior a 107 unidades
formadoras de colénia (UFC/g ou UFC/ml) (FERREIRA, 2014). Para tanto, é
fundamental que esses microrganismos suportem as condi¢des gastrointestinais
e cheguem viaveis ao intestino (CALINOIU et al., 2019; DIMITRELLOU et al.,
2016), para isso € necessario utilizar algum método que vise a protecdo desses
microrganismaos.
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1. 3. Encapsulacgao de probidticos

Alguns fatores podem influenciar na sobrevivéncia dos microrganismos
probioticos, dos quais pode-se destacar, as caracteristicas da cepa,
processamento, atividade de agua, presenca de oxigénio e também o processo
digestivo (SILVA, 2016), que possui condicdes que agem negativamente na
sobrevivéncia dos probidticos. A comecar pelo meio acido do estbmago que
oscila entre os pHs 1 e 2,5, além das enzimas pancreaticas do intestino delgado
e dos sais biliares, que possuem a capacidade de dissolver a membrana do
microrganismo, pois apresentam natureza antimicrobiana. (SILVA, 2016;
KLEEREBEZEM; VAUGHAN, 2009).

Deste modo, os beneficios proporcionados por meio do uso de probidticos
s6 serdo garantidos se 0s mesmos chegarem viaveis até o intestino, e para tal
finalidade sédo necessarias a¢cfes para garantir sua viabilidade durante a vida de
prateleira e na passagem pelo sistema gastrointestinal (SILVA, 2016). Uma
alternativa para superar os problemas mencionados é o0 processo de
microencapsulacédo desses microrganismos, (SILVA, 2016; VOS et al., 2010). A
microencapsulacao é definida como um processo de incorporacao de probidticos
em um material ou membrana especifica que tem a capacidade de reduzir lesdes
ou a perda de células, as quais sdo decorrentes de fatores ambientais, com uma
taxa de liberacéo controlada em condicdes especificas (CALINOIU et al., 2019;
DESAI; PARK, 2007; PAVLI et al., 2018). O encapsulamento tem a capacidade
de estabilizar as células e aumentar sua viabilidade durante a producéo,
armazenamento e manuseio (GBASSI; VANDAMME, 2012; VIDHYALAKSHMI,
BHAKYARAJ; SUBHASREE, 2009).

O método de microencapsulacdo tem sido usado por muitos
pesquisadores com intuito de proteger os microrganismos das condicOes
adversas citadas. Silva e colaboradores realizaram a encapsulagcdo de
probidticos com o objetivo de protegé-los das enzimas e das condi¢des do TGl,
0s autores avaliaram também a viabilidade dos probioticos apos 120 dias de
armazenamento e concluiram que o processo foi eficiente na protecéo.
Ebrahimnejada e colaboradores, utilizaram em seu trabalho a quitosana como

matriz encapsulante e de acordo com seus dados, o polissacarideo mostrou- se
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eficiente como método de protecéo dos probioticos. Outros estudos que também
utilizaram a encapsulagdo de microrganismos como método de protecdo,
constataram manutencéo da viabilidade celular (BIASUZ, 2018; DIMITRELLOU
et al., 2016; FARIAS, 2017; KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2006; MAK
et al., 2014).

A escolha do biomaterial para o processo de microencapsulacao é de
extrema relevancia, pois determina a eficacia da protecdo, suportando a
passagem pelo estbmago e desintegrando-se no intestino para liberar as células
(GBASSI; VANDAMME, 2012).

Os biomateriais sao definidos como qualquer material de origem natural
ou ndo, que esteja em contato direto com uma estrutura viva e que seja
destinado a agir em sistemas biologicos. Os biomateriais empregados no
processo de encapsulamento de probidticos compreendem os polimeros
naturais e sintéticos (GBASSI; VANDAMME, 2012; GENTILE, 1995). Como
esses biomateriais estdo em contato direto com células vivas, devem ser
biocompativeis e biodegradaveis. Alguns biomateriais podem ser usados no
encapsulamento de probiéticos como quitosana, carragenina, gelatina, proteinas
de soro do leite, entre outros. (GBASSI; VANDAMME, 2012; ANAL; SINGH,
2007). No presente estudo a quitosana é aplicada como matriz encapsulante. A

figura 4 ilustra o processo de microencapsulacéao.

Figura 4: Representacdo esquemaética da microencapsulacdo de probiéticos.

Fonte: Adaptado de CALINOIU, 2019.
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1. 4. Quitosana como matriz encapsulante

O uso de polimeros naturais para aplicacdes biomédicas vem ganhando
destaque na area da pesquisa, a utilizacdo desses compostos oferece algumas
vantagens, tais como facilidade de obtencdo, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (AZEVEDO et al, 2007). A quitosana €é um
heteropolissacarideo de origem natural, obtida a partir da reacdo de
desacetilacdo da quitina, um dos biopolimeros mais abundantes, derivado das
conchas de crustaceos como as de camardes e caranguejos, bem como das
paredes celulares de fungos (GONSALVES et al, 2011). As unidades que
constituem a quitina e a quitosana sdo N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina,
na quitina ha predominio das unidades de N-acetil-D-glicosamina, enquanto a
quitosana € constituida predominantemente por unidades de D-glicosamina
(SILVA, 2006; VELISEK; CEJPEK, 2015). Uma grande caracteristica da
quitosana é devido a sua natureza catibnica, propriedade essa, que lhe permite
formar complexos eletrostaticos ou estruturas multicamadas com outros
polimeros sintéticos ou naturais com carga negativa (CHEUNG et al., 2015;
VENKATESAN; KIM, 2010).

Figura 5: Representacdes das estruturas primarias de quitina e quitosana.
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Fonte: Adaptado de BATTISTI, 2008.
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Em virtude das caracteristicas apresentadas, a quitosana se mostra um
excelente material para utilizacdo em técnicas de encapsulamento de diversos
biomateriais, além disso, seu uso tem se estendido também no aprisionamento
de microrganismos vivos, proporcionando protecdo as condicfes adversas e
liberacdo no local de acdo (EBRAHIMINEJADA; KHAVARPOUR; KHALILID,
2017). Portanto, a utlizacdo desse polissacarideo no aprisionamento de
microrganismos probiéticos € uma estratégia promissora, uma vez que, a
administracdo destes, quando necessario, € imprescindivel para saude do
hospedeiro, proporcionando diversos beneficios como os citados nesse trabalho.

Por isso, a utilizacdo da técnica de encapsulamento € uma estratégia para

protegé-los e possibilitar a manutencao da viabilidade.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A principal conclusdo do presente trabalho é que embora os dados de
MEV tenham evidenciados morfologias sugestivas de agregagdo entre as
nanoparticulas com o probiético, os resultados do teste de digestibilidade
sugerem que o processo de encapsulacdo pode ter sido eficiente na protecéo
dos probidticos, visto que eles sobreviveram as condi¢des simuladas do trato
gastrointestinal. No entanto, ainda ha a necessidade de otimiza¢g&do do processo
de producdo das nanopatrticulas, visando aumentar a quantidade de probidticos
viaveis ao final do processo de digestibilidade. Dessa forma, uma das
perspectivas do presente trabalho é realizar a producao das nanoparticulas com
adicao de crioprotetores buscando evitar a formacéo de agregados, assim como
também estabelecer um protocolo mais eficiente no rompimento das
nanoparticulas de quitosana e liberacdo do probiético, possibilitando realizar a
quantificacdo e avaliacdo da eficiéncia do processo de encapsulacdo. Portanto,
o0 objetivo final dos resultados somados as perspectivas é encapsular probioticos
para que quando necesséaria a administragdo possa sobreviver as condi¢des
adversas do trato gastrointestinal e proporcionar beneficios a saude do
hospedeiro, podendo serem utilizados como suplementos alimentares com alta

eficiéncia terapéutica.
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