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LISTA DE ABREVIATURAS
SNP Polimorfismo de nucleotideo unico (Single nucleotide polymorphism)
SCFA Acidos graxos de cadeia curta (Short Chain Fatty Acids)
IBS Sindrome do intestino irritavel (Irritable bowel syndrome)
SIBO Supercrescimento bacteriano do intestino delgado (Small

intestinal bacterial overgrowth)

MCM6 Gene de manutencéo de minicromossomo tipo 6

SLM Microparticula sélida lipidica (Solid lipid microparticle)

FaSSGF Ambiente gastrico pré-prandial simulado (Fasted State Simulated Gastric
Fluid)

FeSSGF Ambiente gastrico pds-prandial simulado (Fed State Simulated Gastric
Fluid)

PGPR Poliricineolato de poliglicerila

SEC Capsulas exinas esporopolenina (Sporopollenin exine capsules)

CLSM Microscopia confocal de varredura a laser (Confocal laser scanning
microscopy)

CMP Carboxymethylpachymaran

SGF Fluido gastrico simulado (Simulated gastric fluid)

SIF Fluido intestinal simulado (Simulated intestinal fluid)

FDA Food and Drug Administration

SEM Microscopio eletronico de varredura (Scanning electron microscope)
FNP Nanoparticulas de poliestireno fluorescente (Fluorescent polystyrene
nanoparticles)

SRB Sulforodamina b (Sulforhodamine b)

ONPG ortho-Nitrophenyl--galactoside (orto-nitrofenil-3-galactosideo)
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RESUMO

TAKAKURA, M.S. Intolerancia a lactose, uso terapéutico da lactase e sua
microencapsulagcdao como estratégia farmacotécnica. 2022. 35 p. Trabalho de
Concluséao de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Palavras-chave: lactose, enzima, intolerancia, microencapsulagao

INTRODUGAO: A intolerancia a lactose é uma desordem metabdlica caracterizada pela
ma absor¢cdo da lactose, gerando os sintomas de dor abdominal, gases, nausea e
diarreia. Estima-se que entre 70%-75% dos adultos no mundo irdo desenvolver
intolerancia a lactose ao longo da vida. A industria alimenticia tem produzido cada vez
mais alimentos “zero lactose”, ou seja, nos quais € adicionada a enzima lactase durante
a sua producdo, a qual catalisa a hidrélise da lactose em glicose e galactose,
monossacarideos que sao facilmente absorvidos impedindo os sintomas nos individuos
intolerantes. No entanto, isso acaba alterando a cor e gosto do alimento, o que pode ser
desagradavel ao consumidor. Assim, tem se investido nos suplementos de lactase, os
quais o individuo ingere antes de consumir algum alimento com lactose. Por ser uma
enzima administrada por via oral, a lactase enfrenta desafios no trato gastrointestinal
como mudangas de pH e presenga de proteases, sendo que muitas vezes atinge o
intestino delgado, seu local de agao, ja inativa. Diante do exposto, tecnologias tém sido
estudadas para aumentar a estabilidade da enzima aumentando seu delivery no local de
acao, como as técnicas de microencapsulacdo. OBJETIVO: Discutir todos os fatores que
envolvem a condigao de intoleréncia a lactose e realizar uma revisdo sobre os métodos
de microencapsulacéo da lactase a fim de favorecer o seu delivery e aumentar o tempo
de agdo. MATERIAL E METODOS: Revis3o bibliografica nas bases de dados Web of
Science e PubMed utilizando as palavras-chave “lactose intolerance”,
“microencapsulation”, “lactase” combinadas ou de forma isolada, sendo considerados
somente os artigos publicados entre 2011 e 2022. Para os trabalhos sobre intolerancia a
lactose, foram usados os de revisdo e com “lactose intolerance” no titulo. Aqueles que
abordavam a intolerancia a lactose em grupos étnicos e de faixa etarias especificas,
outros tipos de tratamento sem ser 0 uso terapéutico da lactase e que usavam a técnica
de micrencapsulacdo em outros tipos de composto bioativo sem ser a lactase foram
desconsiderados. RESULTADOS: Com base na vasta revisao bibliografica observou-se
que a maior parte dos individuos chamados “lactase persistentes”, ou seja, aqueles que
continuam produzindo altos niveis de lactase ao longo da vida adulta sdo encontrados
marjoritariamente na Europa, enquanto que na Asia e Africa apresentam baixa
incidéncia. A intolerancia a lactose pode ser classificada em primaria, secundaria e
congénita, de acordo com a sua origem. Existem algumas formas de diagnosticar tal
condigdo, como através de biopsia, teste genético, teste respiratorio de hidrogénio
expirado e o teste de tolerancia a lactose. Dentre as formas de tratamento expostas neste
trabalho, o uso da lactase como suplemento alimentar foi a escolhida para ser melhor
explorada. Tendo em vista os desafios envolvidos no uso terapéutico da lactase devido
a administracao ser via oral, estudos foram realizados provando a eficacia do uso de
nanotecnologia na protecdo da enzima contra o pH e lipases do meio gastrico, de forma
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gue a mesma chegue no intestino delgado com menos danos, apresentando maior agao.
A técnica de dupla emulsdo seguida de coacervagcao complexa foi a que apresentou
maior potencial de sucesso devido a alta eficacia de encapsulacéo e resultados positivos
apds exposicdo a meio gastrico e delivery no meio intestinal in vitro. CONCLUSAQ: Com
este trabalho p6de-se analisar e expor importantes fatores sobre a intolerancia a lactose
para o melhor entendimento e tratamento do paciente. Como a dose minima de lactose
que pode ser ingerida sem que o paciente apresente sintomas, sua origem, populagdes
que apresentam maior incidéncia e o motivo para isso, além dos tipos possiveis de
diagnostico e tratamento. Tais informagdes podem possibilitar uma melhor qualidade de
vida ao individuos diagnosticados. Além disso, apesar de ainda n&o se terem testes in
vivo da lactase encapsulada, existem técnicas ja estudadas in vitro que apresentaram
resultados muito promissores, se destacando a da dupla emulsdo seguida da
coacervagao complexa.

1 INTRODUGAO

Individuos diagnosticados com intolerancia a lactose apresentam os sintomas de
dor abdominal, diarreia, nausea e gases apos ingestdo de alimentos com lactose. Isso
ocorre pois a lactose nao € bem absorvida pelo intestino delgado devido a deficiéncia da
enzima [-galactosidase. (LEMBER, 2012) A lactose € um dissacarideo que precisa ser
hidrolisado em galactose e glicose para ser absorvido pelo intestino delgado, sendo tal
reacao catalisada pela lactase (B-galactosidase). Nos casos de baixa atividade ou
auséncia da enzima, a lactose chega no intestino grosso onde as bactérias a fermentam,
gerando gases e acidos de cadeia curta como gas hidrogénio, didoxido de carbono e
metano que podem causar os sintomas caracteristicos da intolerancia (PORZI et al.,
2021). Existem trés tipos de intolerancia a lactose que sdo definidas com base na sua
causa. A primaria, também chamada de lactase n&o persistente, € a mais comum entre
as demais e trata-se de uma condigdo autoss6mica recessiva (LEVITT et al., 2013;
VANDENPLAS, 2015). Mamiferos recém nascidos sobrevivem de leite materno,
ingerindo uma alta quantidade de lactose e por isso possuem altas concentragdes de
lactase no intestino delgado para conseguirem digerir esse dissacarideo. Apds o
desmame, cerca de 70% a 75% da populacao tende a apresentar uma queda na sintese
da enzima, apesar de continuar sendo exposta a lactose. Cerca de 25% a 30% da
populagdo ndo apresenta esse quadro, mantendo os altos niveis de lactase durante a
vida adulta, sendo chamados de persistentes a lactase (LEVITT et al., 2013; BROWN-
ESTERS et al., 2012). A secundaria é consequéncia da danificagdo das vilosidades do
intestino delgado devido a doengas gastrointestinais, como doenga celiaca, doenga de
Crohn e gastroenterites. Por fim, tem-se a congénita, em que o recém nascido nao

produz a lactase, sendo uma condigéo rara (VANDENPLAS, 2015).
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Existem alguns métodos para diagnostico da intolerancia, sendo eles: bidpsia das
microvilosidades do intestino delgado para se avaliar a atividade de lactase; exame de
sangue, no qual o individuo ingere determinada quantidade de lactose e entdo mede-se
o nivel de glicose no sangue ao longo do tempo (curva glicémica); teste respiratorio de
hidrogénio expirado, no qual apds uma noite em jejum, o individuo ingere um xarope de
lactose e entdo expira em um saco, sendo quantificada a quantidade de hidrogénio
expirada; por fim, o teste genético (JANSSON-KNODELL et al., 2020).

Algumas formas de se lidar com essa condig&o, a fim de melhorar os sintomas
gastrointestinais, consistem na redugao da lactose na dieta de individuos intolerantes ou
na ingestdo de alimentos com lactose preferencialmente como parte de uma refeigéao
completa, pois o transito gastrointestinal € menor na presenga de outros alimentos
sélidos, reduzindo a quantidade de lactose que chega ao intestino grosso de uma so6 vez
permitindo a eliminagdo dos gases produtos da fermentagdo, amenizando os sintomas
da intolerancia (BROWN-ESTERS et al., 2012). Além disso, sugere-se a ingestao de
leites e alimentos com lactose pré hidrolisada, porém esses nao mostraram evitar
totalmente os sintomas, e o uso de lactase oral como um suplemento ingerido antes da
refeicdo. A total exclusdo de alimentos lacteos ndo é recomendada, devido ao fato de
impactar na ingestdo de elementos importantes para a dieta como vitamina D e calcio,
podendo levar ao desenvolvimento de doengas como a osteoporose (BERTONI et al.,
2018).

A B-galactosidase pode ser encontrada em leveduras, bactérias e fungos, sendo
a obtida da levedura Kluyveromyces lactis muito usada na industria alimenticia para
producao de alimentos “zero lactose” devido seu pH 6timo ser entre 6 e 7. Ja a [3-
galactosidase obtida do fungo Aspergillus oryzae é utilizada nos suplementos de uso
oral, ou também chamada de lactase para uso terapéutico, devido seu pH 6timo ser
aproximadamente 5 (SOUZA et al., 2019). O uso de suplementos é preferivel em relagéao
aos alimentos “zero lactose”, pois a adicao da enzima no alimento anteriormente a sua
comercializagdo altera as caracteristicas sensoriais como cor e sabor (SOUZA et al.,
2019). Entretanto, devido a administragdo dos suplementos ser via oral, o ambiente
gastrico influencia muito na atividade da enzima (HOMAYUN et al., 2020). Tendo isso
em vista, estratégias usando diferentes tipos de tecnologias tém sido testadas a fim de
se obter um suplemento contendo lactase com maior eficacia, sendo uma delas a

microencapsulagao, tecnologia baseada no aprisionamento da enzima em uma matriz
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polimérica ou membrana, feita através de diversos métodos fisicos, quimicos e fisico-
quimicos, protegendo a lactase da degradacdo no trajeto do trato gastrointestinal
tornando possivel um maior delivery do suplemento no intestino delgado (BERTONI et
al., 2018; SOUZA et al., 2019).

2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo apresentar uma revisao sobre o que se sabe até
os dias atuais acerca das causas, tipos, diagnostico e tratamentos disponiveis da
intolerancia a lactose, com foco no emprego da lactase. Além disso, pretende-se
apresentar tipos de microencapsulacido da lactase para uso terapéutico, a fim de
aumentar sua estabilidade no transito pelo trato gastrointestinal.

3 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma extensa pesquisa bibliografica de artigos cientificos acerca da
intolerancia a lactose, do uso terapéutico da lactase e na industria alimenticia, e de
formas de microencapsulacdo da enzima. As bases de dados utilizadas foram Web of
Science e PubMed e as palavras-chave usadas nas pesquisas foram “lactose
intolerance”, “microencapsulation”, “lactase” de forma combinada ou isolada. Como
critério de inclusdo empregou-se a data de publicagdo, sendo considerados apenas o0s
trabalhos publicados entre 2011 e 2022, com o objetivo de se obter informacdes
atualizadas. Na pesquisa de artigos que abordavam a intolerdncia a lactose foram
considerados somente os artigos de revisao e “lactose intolerance” no titulo, a fim de
diminuir o numero de resultados para os que abordassem mais o tema de uma forma
geral, que era o esperado. Para os artigos sobre microencapsulacédo da lactase nao foi
necessario usar tal critério devido ao menor numero de trabalhos publicados. Os critérios
de exclusdo adotados consistiram em artigos que abordam o tratamento para intolerancia
a lactose com outras alternativas a lactase, por exemplo com probidticos, estudos sobre
a intolerancia em grupos étnicos e de faixa etaria especifica e métodos de

microencapsulagédo de outras enzimas que néo a lactase.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A intolerancia a lactose

A primeira descricdo da intoleréncia a lactose foi feita por Hipocrates 400 a.C.,
entretanto, somente nos ultimos 50 anos que esta passou a ser analisada
cientificamente. O leite € composto por minerais, vitaminas, gorduras, proteinas e
carboidratos como a lactose, sendo essa essencial para o desenvolvimento da microbiota
do recém nascido, principalmente da bifidobacteria, género de bactérias probidticas
anaerobicas que possuem papel essencial na protegcédo do trato gastrointestinal contra
infecgdes (FASSIO et al., 2018). Durante o primeiro ano de vida, a lactose € a fonte de
energia mais importante para o bebé&, compondo aproximadamente 7% do leite materno
(SILANIKOVE et al., 2015). Pacientes com essa condi¢cao clinica apos ingerirem a
lactose apresentam os sintomas de dor abdominal, diarréia, gases e célica estomacal,
devido a ma absorg&o do carboidrato (MISSELWITZ et al., 2013).

4.2 A lactose e a lactase

A lactose € um dissacarideo encontrado no leite de mamiferos, com excecéo dos
ledes marinhos e morsas, que apesar de serem mamiferos produzem um leite viscoso,
gorduroso e sem lactose (MISSELWITZ et al., 2019). A presenga em algumas espécies
raras de plantas também é questionavel. Esse agucar € composto por D-galactose e D-
glicose que séo ligadas pela enzima lactose sintetase formando a ligagao glicosidica B-
1,4, a qual € composta pela ligagdo do carbono 1 da galactose e carbono 4 da glicose
(FASSIO et al., 2018; TOCA et al., 2022). E usada na produgdo de alimentos como
carnes, margarinas, molhos, paes e refeigbes prontas como aditivo realgando a textura
e sabor, e como excipiente em farmacos (UGIDOS-RODRIGUEZ et al., 2018; DOMINICI
et al., 2022). Para ser absorvida, a lactose precisa ser hidrolisada pela lactase, também
chamada de lactase-florizina hidrolase ou B-galactosidase, enzima encontrada no
intestino delgado, mais especificamente na superficie apical das microvilosidades do
jejuno (FASSIO et al.,, 2018). A lactase € composta por duas cadeias polipeptidicas
idénticas de 160 kDA (MISSELWITZ et al., 2019). Apresenta dois sitios de agcdo sendo
que um esta envolvido na clivagem da lactose e o outro na clivagem de florizina e outros
glicolipideos. Diferente de outras enzimas, a lactase ndo apresenta um efeito substrato

indutor, ou seja, quando aumenta a quantidade de lactose ingerida, a concentragao da
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enzima nao aumenta proporcionalmente, assim como ocorre com a maltase, por exemplo
(UGIDOS-RODRIGUEZ et al., 2018). Primeiramente ela é sintetizada como pré-pro-
lactase, entdo tem sua sequéncia sinal hidrolisada resultando na pro-lactase, a qual é N-
e O-glicosilada no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi gerando a lactase,
que é transportada as células epiteliais da membrana apical do intestino delgado (PORZI
et al., 2021). Sua sintese comeca desde a oitava semana de gestagao, aumentando até
a trigésima quarta semana e apresenta pico de produgdo no nascimento, para se seguir
entdo o periodo de amamentagédo (DENG et al., 2015; DOMINICI et al., 2022). Apds o
periodo de desmame, entre os 2 e 3 anos de idade, os niveis de lactase diminuem,
entrando em uma faixa de concentracao estavel entre os 5 e 10 anos de idade. A maior
parte dos seres humanos entdo permanecem com o0s niveis de lactase de
aproximadamente 10% em relagdo ao do nascimento e sdo chamados de individuos
“‘lactase nao persistentes” (MISSELWITZ et al., 2013). Entretanto, existem exce¢des para
este quadro, individuos que continuam produzindo altos niveis de lactase ao decorrer da
vida adulta, sendo chamados de “lactase persistentes”. Relaciona-se este fenbmeno a
povos que cultivam atividades de pecuaria nos ultimos 10.000 anos e que
tradicionalmente domesticam gado e continuam o consumo de leite e derivados. Os
individuos “lactase persistentes” tém maior incidéncia no norte da Europa, compondo
mais de 90% da populagdo na Escandinavia e Holanda e sdo encontrados com menor
frequéncia no sul do continente e Oriente Médio, sendo aproximadamente 50% da
populagdo espanhola, italiana e da Arabia Saudita. Na Asia e na maior parte da Africa a
incidéncia & bem baixa, aproximadamente 1% na China e entre 5% e 20% nas regides
agricultoras do oeste da Africa (DENG et al., 2015; SZILAGY], 2015).

Descobriu-se na segunda metade do século 20 que a persisténcia na produgao
de lactase durante a vida adulta é uma caracteristica autossomica dominante (SZILAGY!I
et al., 2018). A lactase &€ composta por 1927 aminoacidos e o gene que a codifica (LCT)
se encontra no cromossomo 2, posigdo 21 (2g21) e apresenta 17 exons (UGIDOS-
RODRIGUEZ et al., 2018). Alguns polimorfismos (SNP) foram identificados como os
responsaveis pela caracteristica de o individuo ser ou ndo lactase persistente, variando
dependendo da populagao étnica. Nos descendentes europeus sdo encontrados os LCT-
13910C/T e LCT-22018G/A, em populacdes da Africa e Oriente Médio é o LCT-
13915T/G, e em algumas tribos africanas os LCT-14010G/C e LCT-13907C/G. No caso
da populagéo européia, os individuos homozigotos que apresentam genotipo T/T-13910
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e A/A-22018 e os heterozigotos C/T-13910 e G/A-22018 estéo relacionados ao fenaotipo
de lactase persistentes e os homozigotos C/C-13910 e G/G-22018 ao de néao
persistentes a producéo de lactase, podendo se tornarem intolerantes a lactose (PORZI
et al., 2021; DI COSTANZO et al., 2019). Estes polimorfismos se encontram dentro dos
introns 9 e 13 do gene MCM6 (manutencao de minicromossomo tipo 6) que se localiza
no mesmo cromossomo do gene LCT e regula a sua expressdo, como pode ser visto na
Figura 1 (DENG et al., 2015). Assim, visto que a caracteristica de persisténcia da lactase
€ dada por um gene autossdmico dominante, os individuos homozigotos recessivos para
0 gene da persisténcia a lactase apresentam niveis da enzima 10 vezes menores no
jejuno, em relagdo aos homozigotos dominantes, e os heterozigotos apresentam niveis
intermediarios (MISSELWITZ et al., 2013). Os mecanismos envolvidos na baixa sintese
da lactase podem ser varios, como a menor sintese de mRNA, erros na transcri¢ao ou
traducédo do gene da enzima ou diminuigdo de enterécitos que a sintetizam (UGIDOS-
RODRIGUEZ et al., 2018).

Figura 1 - Representagdo do gene LCT e introns 9 e 13 do gene MCM6

(manuteng&o de minicromossomo tipo 6) com os possiveis polimorfismos
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Fonte: Deng et al., (2015).

Como mencionado anteriormente, para que a lactose possa ser absorvida, essa

deve ser hidrolisada pela lactase em glicose e galactose, monossacarideos que atraves
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de proteinas de membrana SGLUT 1 (proteina de transporte sédio-glicose 1) localizadas
nos enterocitos sao co-transportados por transporte ativo junto de dois ions de Na+ para
o interior da célula. Posteriormente sao transportados para o sangue de forma passiva
ou facilitada pela proteina GLUT 2, sendo que podem ser usados pelo corpo humano
como fonte de energia e a galactose também pode compor glicolipideos e glicoproteinas
(UGIDOS-RODRIGUEZ et al., 2018).

4.3 Ma absorc¢ao da lactose x intolerancia a lactose

Apresentar o quadro de ma absorgédo da lactose nao significa obrigatoriamente
que o individuo é um intolerante & lactose. E necessario apresentar os sintomas
caracteristicos para ser considerado intolerante, pois o individuo pode apresentar ma
absorcao provocada tanto pela falta de lactase quanto por doencas intestinais, e n&o ter
os sintomas da intolerancia a lactose. No entanto, para ser um intolerante a lactose é
necessario apresentar a condigao de ma absorgéo do carboidrato (MISSELWITZ et al.,
2013)

44 Origens da intolerancia a lactose

A intolerancia a lactose pode ter diferentes origens que serao citadas a seguir. A
congénita € uma condigao rara com a maior parte dos casos relatados na Finlandia.
Trata-se de uma mutagao autossémica recessiva que provoca a inibicao ou baixos niveis
de producdo da lactase pelas células do intestino delgado. E um quadro grave pois
recém-nascidos sao incapazes de digerir a lactose, o que gera diarréia severa, acidose
e hipercalcemia, sendo recomendado a isengao total do consumo de leite e derivados
(SZILAGYI et al., 2018). A primaria € a mais comum, atinge dois tergos da populagéo
mundial e é caracterizada por uma diminuig&do progressiva da producéo de lactase, sendo
composta pelos individuos citados anteriormente como “lactase nao persistentes”. Os
niveis da enzima costumam diminuir aproximadamente aos 2 anos de idade, podendo
ser depois, porém os sintomas de intolerancia aparecem somente na adolescéncia ou
vida adulta (SILANIKOVE et al., 2015). Por fim, na secundaria tem-se a diminui¢cdo da
enzima devido a doengas ou infecgbes que afetam o intestino delgado, como doenga

celiaca, doengas inflamatdrias intestinais (como doenga de Crohn e colite ulcerativa),
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enterites bacterianas ou virais, pos cirurgias ou tratamentos farmacolégicos. Neste caso,
uma vez que a doenca ou infecgao € resolvida, a sintese de lactase volta ao normal
(FASSIO et al., 2018).

4.5 Sintomas da intolerancia a lactose

Quando a lactose é ingerida e n&o € hidrolisada no intestino delgado, passa direto
para o célon onde provoca um aumento da carga osmotica e assim a entrada de fluidos
e eletrolitos para o lumen intestinal (LEVITT et al.,, 2013). O dissacarideo é entédo
fermentado pela microbiota gerando acidos graxos de cadeia curta (SCFA) como acetato,
propionato e butirato, e gases hidrogénio (H2), dioxido de carbono (CO2) e metano (CHa).
Estes, vao para a circulacéo e sao eliminados na respiragao, assim como também podem
causar o sintoma de flatuléncia e aumentar o tempo de transito intestinal e a pressao
intraluminal (PORZI et al., 2021). Devido a produ¢do de SCFA o pH do cdélon diminui
ficando acidificado o que aumenta ainda mais a carga osmaotica do lumen, atraindo mais
fluidos e provocando o aumento do transito intestinal também, causando a diarreia
(UGIDOS-RODRIGUEZ et al., 2018). A severidade dos sintomas tipicos da intolerancia
dependem de diversos fatores como a quantidade de lactose ingerida, o quanto de
lactase o individuo ainda expressa, se foram ingeridos outros alimentos junto com a
lactose, o tempo de transito intestinal, o crescimento bacteriano no intestino delgado e a
composi¢cao da microbiota (PORZI et al., 2021). Por exemplo, consumir alimentos ricos
em lactose em refeigdes que incluem outros alimentos junto, principalmente gorduras,
diminui o tempo de esvaziamento gastrico expondo o intestino delgado a pequenas
quantidades de lactose, facilitando a sua absor¢cdo. Também ha alimentos que
aumentam o tempo de transito intestinal e assim geram mais sintomas caracteristicos da
intolerancia, como café e pimentas. logurtes, por possuirem bactérias que fermentam a
lactose, apresentam menor concentracdo do carboidrato. Além de alimentos, o transito
intestinal pode ser alterado por fatores fisiologicos como gravidez, uso de medicamentos
e doengas como diabetes e alteracdes na tireoide (SZILAGYI et al., 2018).
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4.6 Dose minima de lactose que pode ser ingerida, IBS e SIBO

A maior parte dos individuos nao persistentes a lactase conseguem consumir até
12 g de lactose por vez, o que corresponderia a 250 mL de leite, sem apresentar
sintomas, sendo que se for consumida essa quantidade ao longo do dia ou com outros
alimentos, as chances de aparicdo de sintomas sdo ainda menores (UGIDOS-
RODRIGUEZ et al., 2018; DENG et al., 2015). Um estudo foi realizado em uma
populagdo chinesa com individuos que apresentavam diarreia devido a sindrome do
intestino irritavel (IBS) e individuos saudaveis com deficiéncia na producéo de lactase
(controle, intolerantes a lactose). Para cada grupo, foram administradas diferentes doses
de lactose, 10 g que seria uma dose menor do que a minima para se observar sintomas,
20 g correspondendo a quantidade normal ingerida de lactose em uma refeigéo e 40 g
como um “controle positivo”. Como resultado, ambos o0s grupos apresentaram um
aumento de pelo menos 20 ppm de H: no teste respiratério de hidrogénio expirado, tendo
valores proximos. Porém, em relagdo aos sintomas, o grupo de pacientes saudaveis nao
persistentes a lactase tiveram poucos casos de individuos com sintomas, com exceg¢ao
dos que ingeriram a dose de 40 g, assim como o esperado. Ja os pacientes com IBS
apresentaram maior numero de casos sintomaticos no consumo de todas as doses de

lactose, como pode-se ver na Tabela 1, sendo estes mais severos e de diversos tipos.

Tabela 1 - Resultados do estudo com multiplas doses de lactose realizado com
individuos com IBS e individuos saudaveis intolerantes a lactose.

Individuos que
apresentaram os
sintomas da
intolerancia a
lactose (%)

Individuos com
teste respiratério
de H2 expirado >

20 ppm (%)

Individuos saudaveis 10 g de lactose 35 3

com deficiénciana 20 g de lactose 87 22

producédo de lactase 40 g de lactose 93 73
(controle)

10 g de lactose 42 18

Individuos com IBS 20 g de lactose 80 47

40 g de lactose 92 85

Fonte: Adaptado de Misselwitz et al. (2013).
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Dessa forma, pode-se observar com este estudo que pacientes com IBS apesar
de apresentarem um nivel de ma absorgao da lactose parecido com pacientes saudaveis
e intolerantes ao carboidrato, sdo mais sensiveis aos sintomas caracteristicos da
intolerancia (MISSELWITZ et al., 2013; DENG et al., 2015). Outro fator que pode explicar
a maior incidéncia e intensidade destes sintomas nestes pacientes, € o resultado de
estudos que foram realizados em que exames de cintilografia e testes respiratorios de
hidrogénio expirado mostraram que pacientes com IBS e intolerdncia a lactose
apresentam uma maior prevaléncia de supercrescimento bacteriano do intestino delgado
(SIBO) do que pacientes controles. O SIBO pode exceder 10° organismos/mL, os quais
apresentam um alto nivel de fermentacdo da lactose o que causa os sintomas
semelhantes ao da intolerancia a lactose, como gases, desconforto abdominal e diarreia
(DENG et al., 2015).

4.7 Diagnéstico

Em relagdo ao diagndstico, para se determinar um quadro de intolerancia a lactose
€ necessario que antes disso, o paciente apresente uma ma absorcao do carboidrato a
qual pode ser identificada através de diferentes tipos de testes. O método mais invasivo
seria a realizacdo de uma biopsia da mucosa do intestino delgado, em que é feita a
avaliacdo da atividade da lactase nas microvilosidades do jejuno. A vantagem deste
método é a possibilidade de se excluir as chances de doencgas ou infeccbes como a
causa da ma absorgao, e a desvantagem é o fato de poderem ser encontradas diferentes
concentragbes da enzima em diferentes regides da mucosa, além de ser um método
invasivo. Também pode-se realizar a avaliagdo do gendtipo do individuo visto que a
persisténcia da lactase € uma caracteristica autossdbmica dominante. Entretanto, a
desvantagem deste teste é que diferentes populagbes apresentam diferentes
polimorfismos (DENG et al., 2015; MISSELWITZ et al., 2013). Outro método € atraves
do teste respiratério de hidrogénio expirado, no qual o paciente administra via oral entre
10 a 40 g de lactose dissolvida em 250 mL de agua. Caso a lactose n&o seja hidrolisada
pela lactase no intestino delgado, passa direto para o intestino grosso e é fermentada
por bactérias da microbiota produzindo os gases, sendo um deles o hidrogénio. Esse, é
expirado na respiragao e pode ser quantificado por cromatografia gasosa, no tempo zero
e a cada 30 minutos durante 3 horas. E determinada a ma absorcdo do carboidrato
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quando se observa um aumento maior que 20 ppm de gas hidrogénio. Por ser simples e
rapido, apresentando uma especificidade de 89% a 100% e sensitividade de 69% a
100%, este é o teste mais usado para tal avaliagdo. Resultados falso positivos podem
ser obtidos no caso de SIBO, e falso negativos no caso de individuos que a microbiota
intestinal ndo produz gas hidrogénio. Esta ultima situagdo pode ser explicada pela
ocorréncia de uma adaptagdo da microbiota apds muita ingestdo de lactose provocar a
selecdo de bactérias que a fermentam rapidamente e ndo produzem H> (UGIDOS-
RODRIGUEZ et al., 2018; MISSELWITZ et al., 2013; DI COSTANZO et al., 2019). Por
ultimo, existe o teste de tolerancia a lactose, no qual o individuo ingere 50 g de lactose e
séo realizadas coletas de sangue para medigdo da glicose antes da ingestao e apds a
ingest&o, no tempo zero, apos 1 hora e 2 horas. Caso se observe um aumento acima de
20 mg/dL de glicose, o individuo é lactose tolerante. Resultados falso positivos podem
ser obtidos devido uma resposta rapida da insulina e falso negativos em individuos
diabéticos ou com SIBO (UGIDOS-RODRIGUEZ et al., 2018).

4.8 Efeito placebo

Também é importante ressaltar a alta incidéncia de efeito placebo, pacientes que
se auto declaram intolerantes a lactose mas ao serem realizados estudos e exames, é
constatado que muitas vezes nem ma absorcdo a lactose apresentam. Em uma
populagdo usada como base para estudos em que 9,5 a 25% relatou ser intolerante a
lactose, apenas 25 a 40% destes individuos apresentaram sintomas aos alimentos
lacteos oferecidos em um teste cego controlado. Outra evidéncia deste fenébmeno foi
demonstrada por um estudo aberto no qual pacientes ingeriram 240 mL de leite, sendo
que 59% dentre os que apresentavam ma absorcdo de lactose tiveram sintomas de
intolerancia. Entretanto, em um estudo controlado com placebo feito com individuos que
se autodeclaravam intolerantes com severos sintomas, com a ingestdo da mesma
quantidade de leite, nenhum apresentou sintomas. E quando realizados os testes
diagnosticos, 9 entre os 30 individuos ndo apresentavam nem a ma absorgéo da lactose
(MISSELWITZ et al., 2013).
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4.9 Tratamento

O tratamento deve ser baseado na melhora dos sintomas e ndo na tentativa de
reduzir a ma absorcao da lactose. A exclusédo total de alimentos com lactose da dieta
mostrou ndo ser uma abordagem adequada, pois afeta a ingestdo de outros elementos
importantes presentes nesses alimentos, como calcio, fosfato e vitamina D, o que pode
acarretar no desenvolvimento de doencas como osteoporose (SZILAGYI et al., 2018).
Como pacientes intolerantes ainda conseguem ingerir aproximadamente 12 g de lactose
sem apresentar sintomas, a diminuigdo na ingestdo de alimentos com lactose é mais
recomendada, assim como 0 seu consumo com outros alimentos, diminuindo o transito
intestinal e por consequéncia os sintomas, como ja foi mencionado (MISSELWITZ et al.,
2019). Consumo de probidticos também é recomendado. Estes, tratam-se de bactérias
que produzem acido latico e lactase, o que auxilia na digestao da lactose. Podem estar
presentes de forma natural em alimentos como iogurtes e kefir ou podem ser adicionados
em outros alimentos (SZILAGYI et al., 2018). Hoje em dia existem diversos produtos
“zero lactose” no mercado, os quais séo tratados com lactase na sua produgao de forma
que quase toda a lactose do produto é hidrolisada gerando glicose e galactose, o que os
tornam até 4 vezes mais adocicados, além de também terem sua cor alterada (AHN et
al.,, 2013). Tal manipulagdo do produto mantém sua validade e caracteristicas
nutricionais. Por fim, também se tem a possibilidade do uso da lactase como suplemento
oral, porém como possui curto tempo de acao, deve ser administrada de 5 a 30 minutos
antes do consumo do alimento com lactose (FASSIO et al., 2018).

410 Métodos de microencapsulagao da lactase

A [B-galactosidase possui 465.400 Da, sua conformacdo € globular, tem pl 4,61,
temperatura de desnaturagdo térmica 86°C e é anfifiica (McCLEMENTS, 2018). Tais
informagdes precisam ser levadas em consideragdo ao escolher os métodos de
encapsulacédo da enzima, além de pontuar seus maiores desafios. No caso da lactase
para uso terapéutico, devido a sua administracdo ser por via oral, o0 maior desafio
consiste no pH estomacal e fluidos gastricos que podem provocar a desnaturagao,
agregacéo e hidrolise da enzima (McCLEMENTS, 2018). Identificou-se que a atividade
otima da lactase de Aspergillus oryzae é no intervalo de pH 3-5 (BERTONI et al., 2018).
Testes foram realizados para entender melhor o impacto que as enzimas do trato
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gastrointestinal t¢m em relag&o a lactase livre, sendo observado que apd6s 10 minutos de
incubagcdo com a pepsina, a atividade da enzima nao foi alterada, entretanto apos 60
minutos se observou apenas 9,1% da atividade inicial e apoés 90 minutos, 8,4%. Ja as
lipases pancreaticas apos 10 minutos de incubac&o diminuiram a atividade da lactase a
85,7% e apds 60 e 90 minutos a 75% (Figura 2). Assim, é possivel observar que a
pepsina nos primeiros minutos nao causa efeito na lactase mas que apos 1 hora a
degrada significativamente. Enquanto que as lipases pancreaticas apesar de em um
momento inicial prejudicarem mais a lactase, posteriormente ndo afetam tanto a atividade
da mesma (BERTONI et al., 2018).

Figura 2 - A¢ao da pepsina e lipases pancreaticas na atividade da lactase
3 Pepsin (pH 3.0) @@ Pancreatin (pH 6.8)

100+

Activity (%)

) Original 10 min 60 min 90 min
activity

Fonte: Bertoni et al. (2018).

Também deve-se analisar qual o objetivo final do produto, que no caso da lactase
€ o seu delivery de forma prolongada e protegida das adversidades do meio enfrentadas
pela enzima durante seu trajeto pelo trato gastrointestinal (McCLEMENTS, 2018). Foram
entdo analisadas técnicas de microencapsulagao da lactase com diferentes tipos de
sistemas coloidais de delivery.

4.10.1 Microparticulas sélidas lipidicas produzidas por processo de spray de
congelamento

A primeira técnica abordada trata-se da produgdo de microparticulas solidas
lipidicas (SLM) através do processo de spray de congelamento, carregadas de lactase
obtida de Aspergillus oryzae, realizada em uma unica etapa e sem uso de solvente
descrita por Bertoni et al. (2018). Inicialmente, foi selecionado o glicerideo mais

adequado para compor a SLM. Para isso, cinco tipos foram avaliados, com cadeias de
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acido graxo apresentando numeros de carbono e niveis de esterificagdo variados, sendo
eles o monoestearato de glicerila, Compritol 888 ATO (dibehenato de glicerila), Precirol
ATO 5 (diestearato de glicerila), Dynasan 114 (trimiristato de glicerila) e Dynasan 118
(triestearato de glicerila). Todos foram expostos a sais biliares e lipases intestinais, sendo
que o Dynasan 114 apresentou a maior resposta as lipases pancreaticas, ou seja, sofreu
maior grau de lipolise em relagcdo aos demais glicerideos avaliados. Este, € um
trimiristato de glicerila, composto por trés cadeias de acido graxo cada uma com 14
carbonos, como pode-se ver na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura do trimiristato de glicerila

Fonte: Online Database of Chemicals from Around the World (2022).

Durante os testes com os SLM (sem a enzima lactase) compostos por cada tipo
de glicerideo, verificou-se que as cadeias de acido graxo mais curtas que compdem o
Dynasan 114, em comparagéo as demais, apresentaram maior solubilidade, mobilidade
e grupos de saida, tendo maior afinidade pelas lipases pancreaticas sofrendo mais
lipdlise. Dessa forma, o Dynasan 114 foi escolhido como o excipiente para a formagao
das SLM.

Em seguida, se analisou o efeito do tamanho da SLM em relagdo ao grau de
lipolise testando diferentes diametros de microparticulas de Dynasan 114. Se concluiu
que como a lipdlise ocorre em ambiente aquoso, o glicerideo precisa ser emulsificado
para ser hidrolisado e entdo liberar a lactase quando carregado, o que se torna uma
etapa limitante. Foi observado que SLM menores (75 - 100 ym) sao emulsificadas mais
rapidamente e de forma mais eficiente que as SLM com didmetro maior (200 - 250 pm),
apresentando area de superficie para que as lipases pancreaticas possam agir e assim

sofrendo um maior grau de lipdlise.
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Ap0s escolhido o glicerideo para compor a microparticula, as SLM carregadas de
enzima foram produzidas e obteve-se rendimentos superiores a 95%. Para isso, o
Dynasan 114 foi aquecido a aproximadamente 60-63°C, temperatura acima da sua
temperatura de fusao, e foi adicionado ao tanque do atomizador a mesma temperatura e
a pressao de entrada ajustada a 4,0 bar. As particulas fundidas que sdo atomizadas
passaram por uma camara cilindrica que esta a temperatura ambiente, provocando a
solidificag&o das particulas. A lactase foi adicionada em forma de p6 no glicerideo fundido
que alimenta o atomizador. As microparticulas carregadas com a enzima sao formadas
e recuperadas na camara a temperatura ambiente. Apds a encapsulacio, observou-se
gue a enzima preservou seus parametros cinéticos.

O primeiro objetivo da técnica de microencapsulacéo é proteger a lactase do
ambiente gastrico, entdo apds sintetizadas as SLMs carregadas de enzima foram
avaliadas frente a fluidos do trato gastrointestinal. Para isso, foram analisadas a lactase
livre e dois tamanhos de SLM, com diametros de 50 - 150 ym e 150 - 250 um. Como os
usuarios do suplemento de lactase geralmente o consomem de 5 a 30 minutos antes da
refeicdo contendo lactose, foi simulado o ambiente gastrico pré-prandial (FaSSGF) o qual
apresenta pH 1,6, ou seja, um meio mais drastico do que o ambiente pos-prandial
(FeSSGF) que apresenta pH 5. Apds exposigcao, a lactase livre teve sua atividade
diminuida a 0,8% da atividade inicial, SLM de 50 - 150 ym apresentou atividade da
lactase diminuida a 36,2% e a SLM de 150 - 250 ym a 62,8%. Os resultados foram
exemplificados na Figura 4.

Figura 4 - Atividade da lactase livre e em microparticulas sélidas lipidicas (SLM) de
tamanhos 50 - 150 um e 150 - 250 ym em meio FaSSGF.
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Fonte: Adaptado de Bertoni et al. (2018).

Sobre a diferenca de atividade residual dos diferentes tamanhos de
microparticulas, os autores sugerem que ocorreu pois a lactase localizada mais ao centro
da SLM se encontra completamente protegida do meio pela camada de Dynasan 114
nao sofrendo agdo do pH e enzimas gastricas, enquanto a lactase mais perto da
superficie da SLM é degradada. Portanto, péde-se concluir que a microparticula de
triestearato de glicerila é efetiva na protecdo da lactase durante o trajeto no trato
gastrointestinal, e que o diametro maior de SLM (150 - 250 pm) fornece uma maior
estabilidade a enzima.

O segundo objetivo da microencapsulacéo € liberar a enzima no seu local de agao,
o intestino delgado. Para avaliar este fator, foi usada apenas a SLM de maior diametro
150 - 250 um nos dois diferentes tipos de fluidos gastricos, pré e pos prandial, sendo que
no meio pos-prandial houve maior delivery da enzima pelas microparticulas. Os autores
explicam que isso ocorre pois os lipideos parcialmente digeridos contidos neste fluido
(dos alimentos ingeridos) formam com a lecitina e sais biliares estruturas coloidais que
auxiliam na liberac&o da lactase. Dessa forma, conclui-se que os alimentos tem um efeito
positivo na agao do suplemento de enzima, melhorando a disperséao e solubilizagdo do

sistema coloidal.
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4.10.2 Emulsao dupla agua éleo em agua (A1/0O/A2) com coacervagao complexa

Outra técnica que pode ser utilizada para microencapsular a lactase é por emulsao
dupla agua oleo em agua (A1/0O/A2) seguida da coacervagdo complexa, descrita por
Souza et al. (2019). Nao é possivel secar e transformar a emulsao agua em 6leo (A/O)
em po, além de ser muito instavel devido ao fato de sua camada externa ser oleosa e
facilmente oxidada. Como alternativa para estes problemas, foi usada a emulsao dupla
(A1/0O/A2) a qual por ser composta por uma emulsdo A/O revestida por material
hidrofilico, pode ser convertida em po6 posteriormente. Apresenta também alta
hidrofilicidade e facilidade de absorgéo tendo alta biodisponibilidade, o que gera boas
caracteristicas de estabilidade, armazenamento e delivery (AHN et al.,, 2013). A
coacervacao trata-se da separacao do sistema coloidal de liquidos em duas fases, sendo
a complexa envolvendo mais de um tipo de biopolimero. O resultado da
microencapsulagao pode ser observado na Figura 5.

Figura 5 - Emulsdo dupla agua 6leo em agua (A1/0/A2) seguida da coacervagéo

complexa.
Al /0 /A2
Proteina €—— \?'..‘.':""n & » Poli ideo (Complexo Coacervado)
(Gelatina) = (Goma arabica)

"l Composto bioativo hidrofilico

(Lactase)

» Proteina
(Gelatina)

;“;':'-_"\ -
A2 R
o

Fonte: Adaptado de Guena (2019).

O autor realizou testes com a lactase de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces
lactis. Inicialmente foi formada a emuls&o primaria (A1/O) a partir da dispers&o da lactase

em tampao de potassio, 6leo de milho e um emulsificante lipofilico, o poliricineolato de
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poliglicerila (PGPR) a 25°C. Entado, foi adicionada solugdo de gelatina formando a
emulsdo dupla. Posteriormente, € adicionada a solugdo de goma arabica a 40°C e por
fim solugéo de acido cloridrico a fim de ajustar o pH para 4,4 sob agitacdo magnética
constante, formando os coacervados. A temperatura € entdo diminuida para 10°C e as
microcapsulas formadas s&o armazenadas a 7°C durante 24 horas promovendo a
decantacgéo, entdo s&do congeladas a -18°C e depois liofilizadas.

A adicdo do acido cloridrico para ajuste de pH promove o processo de
coacervagao complexa entre a gelatina (proteina) e a goma arabica (polissacarideo) pois,
em meio acido abaixo do seu ponto isoelétrico, a gelatina apresenta carater catidnico e
a goma arabica que contém acidos urénicos apresenta carater anibnico. Suas cargas
opostas promovem interagdes eletrostaticas entre si, gerando um equilibrio eletrostatico
e a divisao de fases entre os liquidos.

Apesar de emulsdes preparadas a partir de biopolimeros apresentarem um alto
grau de protecdo do composto bioativo, sdo termodinamicamente instaveis sendo
susceptiveis a floculagao e coalescéncia, podendo levar a uma separagao de fases ou a
difusdo da proteina da fase aquosa interna para a externa.

O efeito da temperatura e do pH sobre as microcapsulas foi avaliado e observou-
se que a encapsulagao por complexacao foi efetiva na protecdo da enzima contra os
efeitos causados pelo pH e temperatura. Por fim, a liberagdo e atividade da lactase no
ambiente gastrico e intestinal foi investigada in vitro, sendo que a técnica de
microencapsulagao foi capaz de manter mais de 80% da lactase durante as duas
primeiras horas apos a alimentagdo. Ao chegar no ambiente intestinal a liberagado da
lactase aumenta, atingindo aproximadamente 95%. A variacdo de pH e a alta
concentragdo de sais do meio provocam a mudanga de carga da gelatina e goma arabica,
que se repelem e se atraem constantemente, expondo a emulsao primaria as lipases
pancreaticas e sais biliares presentes no fluido intestinal e levando a digestdo do PRPG

e liberacao da lactase.

4.10.3 Capsulas exinas esporopolenina (SEC) de L. clavatum aprisionadas com o

carboximetilpachymaran

A terceira técnica de encapsulacédo da lactase que sera abordada neste trabalho
foi descrita por Deng et al. (2019). Essa, usa a exina, camada externa de gréos de podlen
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e esporos composta por esporopolenina, um polimero que confere resisténcia fisica e
quimica, protecéo a raios UV, atividade antioxidante e boa elasticidade. Foi observado
que este composto da planta Lycopodium clavatum, quando comparado com as demais,
apresenta maior resisténcia a ambiente acido e alcalino. As capsulas exinas
esporopolenina (SECs), além das propriedades ja citadas, apresentam porosidade e
grande cavidade interna para acomodar proteinas e por isso s&o investigadas para a
encapsulacédo de farmacos e vacinas (DENG et al., 2020). Outro fator importante a se
pontuar é que as SEC s&do abundantes na natureza e consideradas seguras pelo FDA
(Food and Drug Administration), visto que no processo de extracdo das SECs sao
eliminadas todas as proteinas presentes no grao de polen/esporo, gerando capsulas sem
risco de causarem qualquer tipo de alergia.

Para se extrair as SECs dos esporos de L. clavatum, esses foram lavados com
éter de petroleo a fim de retirar a gordura, depois filtrados, secos a vacuo, suspensos em
acido fosférico sob agitacdo, aquecidos também sob agitacdo, filtrados novamente e
lavados com solugdes aquecidas de agua, acetona, acido cloridrico e etanol. Por fim,
passaram novamente por processo de secagem e foram armazenados. A fim de se
aumentar a eficiéncia deste processo, que seria a retirada das proteinas das cavidades
internas das SECs (para que dessa forma a lactase possa ser acondicionada) no menor
tempo e sem as romper, foram realizados testes da extracdo das SECs por acidélise com
acido fosférico em diferentes tempo, 3, 5, 10, 20 e 30 horas. Os resultados podem ser
observados na Figura 6.

Figura 6 - SECs obtidas apds retirada da gordura e suspensao em acido fosforico por 3,
5, 10, 20 e 30 horas.
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Defatted

10pm

>

/ 10pm

Acid treated 30 h Acid treated 20 h Acid treated 10 h Acid treated 5 h Acid treated 3 h

Fonte: Deng et al. (2019).

As imagens na fileira “A” correspondem as SECs apds passar pelo processo de
retirada de gordura apenas, possuindo morfologia uniforme e interior com organelas e
biomoléculas que sdo apontadas. Na fileira “B” e “C” sao apresentadas as SECs apds 3h
e 5h de suspensdo em acido, respectivamente, as organelas e biomoléculas no seu
interior foram desfeitas, porém formou-se uma camada secundaria enrugada de celulose.
Nas fileiras “D” e "E", sdo observadas as SECs apdés 10h e 20h, respectivamente em
acido, que apresentaram interior sem a camada secundaria de celulose que apareceu
em B e C. Na fileira “F” correspondendo as SECs apés 30h em acido foram rompidas e

perdidas. Para se confirmar a eficacia do método foi usada a microscopia confocal de
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varredura a laser (CLSM), a qual detecta a autofluorescéncia que os constituintes dos

esporos apresentam. Os resultados s&o observados na Figura 7.

Figura 7 - SECs obtidas ap0s retirada da gordura e suspensao em acido fosforico por 3,
5, 10, 20 e 30 horas observadas por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM).

Defatted Acid treated 3 h Acid treated 5 h Acid treated 10 h  Acid treated 20 h  Acid treated 30 h

Fonte: Deng et al. (2019).

Os esporos que passaram somente pelo processo de retirada de gordura e as
SECs que foram submetidas a processo de extracdo com acido durante 3h e 5h tiveram
fluorescéncia detectada no seu interior, mostrando que possuiam constituintes proteicos.
Ja as SECs que foram tratadas durante 10h e 20h com acido fosférico ndo apresentaram
nenhuma fluorescéncia no seu interior, indicando a total remog¢ado dos constituintes
proteicos. Com esta técnica também foi observado que o processo de extracdo com
acido gerou SECs intactas e com diametro menor, devido a perda do material
citoplasmatico. Assim, se concluiu que a extracdo com acido por 10h foi a mais eficaz,
devido o menor tempo necessario e total retirada de proteinas do interior da capsula.

Apos ser identificada a melhor forma de extracdo das SECs, foi descrito o
processo de incorporagao da lactase nas microcapsulas, em que € usada uma técnica
de carregamento a vacuo. 1 mg de lactase de E. coli € dissolvido em agua e adicionada
uma certa quantidade de SEC. Essa suspensédo é submetida a agitacdo em vortex
durante 15 minutos, incubada em um forno de secagem a vacuo, dessa forma, a solugao
de lactase entra nas SECs que estdo com seu interior vazio devido a diferenca de
pressdo entre o0 meio e a cavidade interna da capsula. As SECs carregadas com a
enzima sao centrifugadas, lavadas com agua e centrifugadas novamente. A fim de se

encontrar as melhores condigdes para realizagdo deste processo, foram testadas
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diferentes quantidades de SECs, 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg e 50 mg para 1 mg de
lactase, além de também ser analisado o tempo de incubacdo a vacuo, sendo testados
os tempos 1h, 2h e 3h e verificar a taxa de retencdo da enzima em cada situacéao.
Observou-se que 50 mg de SEC e o tempo de incubagao de 3h apresentaram a maior
taxa de retencédo da enzima no interior da capsula, apresentando valor de 79,4%. Apds
o carregamento das capsulas com a lactase, ndo foram identificadas alteragdes no
didmetro e morfologia da SEC. Através do CLSM antes do carregamento com a lactase
nao era observado fluorescéncia no interior da capsula, e apds o processo, € detectada

mostrando o sucesso da técnica, como pode-se ver na Figura 8.

Figura 8 - SEC de 50 mg formada apds ser submetida a 3h de incubagdo em acido
fosforico observada no CLSM. Linha 1 — Natural: SEC vazia. Linha 2 — Vacuum: SEC

carregada com lactase.

Natural

Vacuum

Fonte: Deng et al. (2019).

Apesar de a encapsulacédo da lactase ter tido resultados positivos, os testes in
vitro em simulacgdes de fluido gastrico demostraram que, devido a presenga de poros na
exina a enzima ndo é mantida de forma adequada nas SECs, sendo liberada
rapidamente e inativada. Tendo isso em vista, as capsulas apos serem carregadas com
a lactase, foram aprisionadas com o carboximetilpachymaran, um polissacarideo
extraido de fungos basidiomicetos derivado do pachymaran, que apresenta o6tima
sensibilidade a alteragdes de pH e que poderia proteger a enzima em meio acido. Os

resultados podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9 - Liberagéo in vitro da lactase em 24h em SGF (pH 2) e SIF (pH 7,4)
encapsulada em SECs, aprisionada em CMP e encapsulada em SEC aprisionada com

diferentes ciclos de CMP

JL
7

1 —e—SECs
80 —e—CMP-1
e —e—CMP-3
z ] —o—CMP-4
60 - CMP-5
} no SECS —

Cumulative Release (%
s
=
L
.

Time (h)

Fonte: Deng et al. (2019).

A linha rosa (“no SECS”) foi usada como controle, sendo a lactase aprisionada
pela CMP sem ter sido encapsulada nas SECs, apresentou uma taxa de liberacdo de
aproximadamente 36% apoOs 24h no meio gastrointestinal in vitro, mostrando que a
encapsulacdo em SEC melhora a sua liberacdo. A enzima encapsulada em SEC,
correspondendo a linha preta, ndo apresentou atividade devido a rapida liberagcdo em
fluido gastrico (SGF), provocada pela porosidade da capsula, assim, ndo tendo mais
atividade no fluido intestinal (SIF). As SECs com lactase foram tratadas com CMP em 1,
3, 4 e 5 ciclos, sendo observado que apds 5 ciclos a enzima apresentou melhor perfil de
liberacdo. Dessa forma, pode-se concluir que a lactase encapsulada em SEC aprisionada
por CMP pode ser protegida das agbes do meio gastrointestinal e liberada
adequadamente no intestino.

Na Figura 10 é descrita de forma simplificada a técnica. Em “a” & observado o
esporo de L. clavatum, em “b” apenas a sua capsula (SEC), em “c” as SECs em solugéo
de lactase, em “d” o vacuo provocando a encapsulacédo da lactase na SEC, em “e” o
aprisionamento da SEC com lactase por CMP e em “f” a lactase sendo liberada in vitro

no meio gastrointestinal.
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Figura 10 - Técnica de microencapsulagao da lactase em SEC e aprisionamento em

CMP.
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Fonte: Deng et al. (2019).

4.10.4 Microcapsulas ocas com macroporos responsivos a pH

A quarta técnica que sera abordada é a da formacao de microparticulas ocas com
macroporos responsivos a pH, através do uso de microemulsao descrita por Kumar et al.
(2017). Foi usado o copolimero anidnico Eudragit S100 composto por acido metacrilico
e metacrilato de metila para compor as microparticulas, um polimero que responde ao
pH do meio. Dessa forma, em pH estomacal o macroporo da microcapsula formada por
este material se mantém fechado e em pH intestinal ele se abre, liberando a lactase.
Para produzir as microcapsulas, a solugcéo de copolimero foi dissolvida em uma mistura
de diclorometano, etanol e isopropanol formando a fase oleosa, a qual foi adicionada a
fase aquosa composta por alcool vinilico e tensoativo Tween 20, gerando uma emuls&o
oleo em agua (O/A) sob sonicac&o. Entdo, a emuls&o formada foi agitada em temperatura
ambiente, passou por outro ciclo de sonicacdo e foi centrifugada e lavada. O solvente
ainda restante foi evaporado gerando uma suspensao que foi filtrada a vacuo para se
coletar as microcapsulas formadas. Essas, foram concentradas e liofilizadas e através
do microscopio eletrbnico de varredura (SEM) foi confirmada a formagdo das
microparticulas esféricas ocas com macroporos. A formagao destes macroporos €
importante para a encapsulagdo da lactase. Entretanto, o seu fechamento também é

essencial para que a enzima seja preservada no meio acido gastrico até chegar ao local
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de acado, o intestino. Para isso, foi usada a técnica de liofilizacdo que causou o
fechamento dos macroporos e como nao é necessario que as microparticulas fiquem
expostas a solventes organicos ou altas temperaturas, a lactase encapsulada néo sofre
impacto. Para carregar as microcapsulas com a lactase, adicionou-se a elas uma solugéo
de lactase com trehalose e carboximetil celulose. O sistema foi colocado em forno a
vacuo a fim de que todo o ar possivel fosse removido das microcapsulas dando lugar a
lactase, e depois as microcapsulas foram ressuspendidas em agua e colocadas em
nitrogénio liquido.

As microcapsulas carregadas com lactase foram colocadas em tampao pH 2 a
37°C durante duas horas simulando o meio gastrico e posteriormente em tampao pH 7,1
a 37°C durante quatro horas simulando o meio intestinal. Os resultados podem ser

observados na Figura 11.

Figura 11 - Microcapsulas em pH 2 (A) e em pH 7,1 (B).
i

— 10 LM
Fonte: Kumar et al. (2017).

Em Ai e Aii estdo representadas as microparticulas em pH 2 e em Bi e Bii em pH

7,1. Ou seja, no meio gastrico os macroporos se mantém fechados porém no meio
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intestinal se abrem. Outro fato observado foi que em pH 2 as microparticulas n&o tiveram
mudanga em sua morfologia, enquanto em pH 7,1 dilataram um pouco para que os
macroporos se abrissem. Posteriormente, amostras de microparticulas carregadas com
nanoparticulas de poliestireno fluorescente (FNP) e outras com sulforodamina b (SRB),
um corante fluorescente tiveram suas atividades monitoradas pela avaliacdo da
fluorescéncia emitida nos meios com diferentes valores de pH. Em pH 2 em ambas as
amostras nao foi observado aumento no nivel de fluorescéncia durante as 2 horas, pois
0s macroporos se mantiveram fechados, como era o esperado. Ja em pH 7,1 nos
primeiros 20 minutos de exposicdo foi detectada a liberagdo parcial de FNP e de
aproximadamente 65% apds 1 hora. Nas amostras com SRB nos primeiros 20 minutos
obteve-se uma liberagao de 20% do SRB em pH 2 e apds 10 minutos de exposicdo em
pH 7,1 foi detectada uma liberacdo de 90%. A liberacido mais rapida da amostra com
SRB é devido ao seu menor tamanho.

ApoOs estes testes foram comparadas as atividades de suplementos de lactase
comercializados nos mercados com as microcapsulas carregadas com lactase, nas
mesmas condi¢des feitas com as microcapsulas de FNP e SRB, e a liberagao de
ambas foi avaliada através do uso de orto-nitrofenil-B-galactosideo (ONPG). No caso
do suplemento de lactase, em pH 2 nao foi observada quase nenhuma atividade da
enzima, e em pH 7,1 identificou-se atividade de aproximadamente 2,9%, indicando que
apos ser quase totalmente inativada no meio gastrico, quase néo restou lactase para
agir no local de agédo. Em relagao a lactase encapsulada, em pH 2 também n&o foi
detectada atividade da enzima, entretanto em pH 7,1 observou-se aproximadamente
50% de atividade, indicando a sua preservagédo no meio gastrico devido aos
macroporos se manterem fechados no pH baixo e liberagdo no meio intestinal
provocada pela abertura dos macroporos em pH 7,1. Dessa forma, pode-se concluir
gue o uso de microcapsulas com macroporos na encapsulagao da lactase é eficiente
no delivery da enzima ao seu local de agado e que moléculas menores, como foi
observado com o SRB, sao liberadas mais rapidamente que moléculas maiores como o

FNP, indicando a importancia do tamanho do composto encapsulado na sua liberagao.
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4.10.5 Comparacgao das técnicas de microencapsulagao da lactase estudadas

As quatro técnicas descritas na literatura para microencapsulacao da lactase
foram comparadas quanto a eficacia de encapsulagdo, manutencéo da atividade e perfil

de liberacéo in vitro, como pode-se observar na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparacgao entre as técnicas de microencapsulacao levando em
consideragao os parametros de eficacia de encapsulacao, ativ. da lactase que se
manteve apds exposicado ao meio gastrico in vitro e liberagao da lactase no meio

intestinal in vitro.

SLM por A1/0/A2 com SEC de L. Microcapsulas
processo de coacervagao clavatum ocas com
spray de complexa aprisionadas macroporos
congelamento com CMP responsivos a
pH
Eficacia de >95 >99,19 79,4 Nao
encapsulacao (%) especificado
Ativ. da lactase 62,8 (apos 30 min, ~80% (apds 2h) Nao Nao
que se manteve em meio FaSSGF) especificado especificado
apos exposig¢ao ao
meio gastrico in
vitro (%)
Liberacao da 81 (em meio ~90% (apos 4h) 65,33 (apods 24h) 50 (apds 6h)
lactase no meio FaSSIF apos

intestinal in vitro  1h30)

(%) 100 (em meio
FeSSIF apos
1h30)
Fonte: Adaptado de Bertoni et al. (2018), Souza et al. (2019), Deng et al. (2019) e Kumar et al.

(2017).

Portanto, tendo em vista a eficacia de encapsulacdo das quatro técnicas
mencionadas, a atividade da enzima que se manteve apds exposi¢cdao a meio acido

similar ao ambiente gastrico e a taxa de liberagdo no meio intestinal in vitro, a que
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apresentou os melhores resultados foi a de emuls&o dupla agua -6leo-agua (A1/0/A2)
com coacervagao complexa. Apesar de esta ter se mostrado a mais eficaz, o uso de SEC
de L. clavatum recoberto com o CMP para encapsulagao da lactase foi mais atrativo do
ponto de vista sustentavel, por utilizar SEC retirada de esporos e gréos de poélen dessa

planta, que s&o encontrados em abundancia na natureza.

5 CONCLUSAO

Apesar de a intolerancia a lactose ser uma pauta cada vez mais presente na
sociedade, aqueles que sao diagnosticados com a condigdo n&do possuem muita
informacgéao, tanto do profissional de saude quanto de outros meios como a internet e
literatura. A extensa revisao bibliografica sobre o assunto possibilitou elucidar diversos
parametros importantes ao conhecimento do paciente como o fato de que diferentes
alimentos lacteos podem apresentar diferentes concentragdes de lactose, que existe
uma quantidade maxima comum que a maioria dos intolerantes conseguem ingerir do
carboidrato por vez, e sobre os diferentes tipos de diagnostico e tratamentos possiveis.
Além disso, € importante considerar que para os alimentos tidos como “zero lactose”,
nao é possivel garantir que toda a lactose presente foi hidrolisada pois a enzima pode
nao ser suficiente ou sofrer degradagao, o que pode gerar sintomas de desconforto no
paciente da mesma forma, assim como pode ser pontuado para a lactase como
suplemento alimentar também. Ambos os tratamentos sao viaveis, porém o mercado de
produtos “zero lactose” ainda € muito restrito e no caso da lactase para uso terapéutico
devido aos desafios que o meio gastrico impde a enzima, pode haver consideravel
reducdo da acao terapéutica. As técnicas de encapsulagdo apresentam-se como
promissora estratégia farmacotécnica para este problema, entretanto, nenhuma delas
ainda evoluiu para testes in vivo, sendo que o custo de desenvolvimento pode ser uma
das barreiras para essa evolugdo. Apesar disso, dentre as estratégias apresentadas
neste trabalho, a de dupla emuls&o A1/O/A2 seguida de coacervagdo complexa foi a que

apresentou melhores resultados.
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