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RESUMO

A esquistossomose, endémica em paises em desenvolvimento, ¢ tratada principalmente com
praziquantel (PZQ), farmaco eficaz, porém com baixa solubilidade, permeabilidade limitada,
ineficaz contra formas juvenis e suscetivel a resisténcia. Neste estudo, investigou-se o uso do
lignossulfonato — biopolimero anfifilico, sustentavel e de origem lignocelulésica — como
agente estabilizante em emulsdes multiplas contendo PZQ, visando melhorar solubilidade,
permeabilidade, estabilidade e controle de liberagao. Objetivo: Avaliar o potencial do
lignossulfonato como surfactante alternativo e sustentavel em formula¢des do tipo emulsdes
multiplas contendo praziquantel. Metodologia: O lignossulfonato foi purificado por
centrifugacdo, didlise e seco por spray dryer, sendo posteriormente ressuspenso em agua e
submetido a ultrassonificagdo. Caracterizagdes foram realizadas por DLS, FTIR, RMN, NTA e
AFM. As propriedades interfaciais foram determinadas por medidas de tensdo superficial,
interfacial e angulo de contato. Emulsdes a/o/a foram preparadas com oleo de ricino e
lignossulfonato em proporgdes variadas e monitoradas macroscopicamente por 120 dias, e
através de analises por microscopia confocal a laser. A incorporagao do PZQ (700 mg/g) foi
seguida de ensaios de liberagdo em membranas de didlise. As andlises térmicas (DSC e TG)
foram realizadas para avaliar interagdes entre os componentes e a estabilidade térmica do
farmaco. Para avaliagdo da seguranga, foi realizado ensaio de citotoxicidade em células Caco-
2 utilizando o método do MTT. As células foram cultivadas em DMEM, tratadas com diferentes
concentragdes das emulsdes por 24 h, e posteriormente incubadas com solucao de MTT (0,5
mg/mL) por 4 h. O formazan formado foi solubilizado com DMSO, e a absorbancia foi lida a
570 nm para determinagdo da viabilidade celular. Resultados: A ultrassonificagdo reduziu o
tamanho das particulas de lignossulfonato de 740,0 nm para 175,7 nm e o PDI de 0,6 para 0,2,
mantendo o potencial zeta proximo de -15 mV. As andlises de AFM mostraram morfologia
esférica, enquanto FTIR e RMN confirmaram a guaiacilica, e as propriedades hidrofilicas foram
mantidas. A formulagdo mais estavel foi a de razao 50/50 (m/m) com 5% de lignossulfonato,
que permaneceu estavel por até 120 dias. A estabilidade foi atribuida ao efeito Pickering, a
gelificagcdo induzida pela alta fragdo volumétrica de 6leo (close packing). As analises de DSC
e TG demonstraram a manutencdao da estabilidade térmica do PZQ apos incorporagdo nas
emulsdes. A liberacao do farmaco seguiu uma cinética de primeira ordem, com 17,52% liberado
em 2 horas. Os ensaios de MTT indicaram baixa citotoxicidade nas concentragdes testadas.
Conclusdo: O lignossulfonato demonstrou ser um estabilizante eficaz e sustentavel para
emulsdes multiplas contendo praziquantel, promovendo estabilidade prolongada, manutencao
da integridade térmica do farmaco e liberacdo controlada. Os mecanismos de estabilizacdo
envolveram efeito Pickering, close packing e formacao de estruturas viscoelésticas. Apesar dos
resultados promissores, estudos adicionais, especialmente in vivo, sdo necessarios para validar
a eficacia terapéutica e a seguranca do sistema.

Palavras-chave: Esquistossomose, Lignossulfonato, Emulsdes Multiplas, Praziquantel.



ABSTRACT

Schistosomiasis, endemic in developing countries, is mainly treated with praziquantel (PZQ),
an effective drug but with low solubility, limited permeability, ineffectiveness against juvenile
forms, and susceptibility to resistance. In this study, the use of lignosulfonate — an amphiphilic,
sustainable, lignocellulosic-derived biopolymer — was investigated as a stabilizing agent in
multiple emulsions containing PZQ, aiming to improve solubility, permeability, stability, and
controlled release. Objective: To evaluate the potential of lignosulfonate as an alternative and
sustainable surfactant in multiple emulsion formulations containing praziquantel.
Methodology: Lignosulfonate was purified by centrifugation, dialysis, and spray-drying, then
resuspended in water and subjected to ultrasonication. Characterization was performed using
DLS, FTIR, NMR, NTA, and AFM. Interfacial properties were determined by measurements
of surface tension, interfacial tension, and contact angle. O/W/O emulsions were prepared with
castor oil and lignosulfonate in varying ratios and monitored macroscopically for 120 days, as
well as by laser confocal microscopy. PZQ incorporation (700 mg/g) was followed by drug
release assays using dialysis membranes. Thermal analyses (DSC and TG) were conducted to
assess interactions between components and the thermal stability of the drug. For safety
evaluation, cytotoxicity assays were performed in Caco-2 cells using the MTT method. Cells
were cultured in DMEM, treated with different concentrations of emulsions for 24 h, and
subsequently incubated with MTT solution (0.5 mg/mL) for 4 h. The resulting formazan was
solubilized in DMSO, and absorbance was read at 570 nm to determine cell viability. Results:
Ultrasonication reduced lignosulfonate particle size from 740.0 nm to 175.7 nm and PDI from
0.6 to 0.2, while maintaining zeta potential close to -15 mV. AFM analysis revealed spherical
morphology, while FTIR and NMR confirmed guaiacyl structures and preserved hydrophilic
properties. The most stable formulation was the 50/50 (w/w) ratio with 5% lignosulfonate,
which remained stable for up to 120 days. Stability was attributed to the Pickering effect and
gelation induced by the high oil volume fraction (close packing). DSC and TG analyses showed
preservation of PZQ thermal stability after incorporation into the emulsions. Drug release
followed first-order kinetics, with 17.52% released within 2 hours. MTT assays indicated low
cytotoxicity at the tested concentrations. Conclusion: Lignosulfonate proved to be an effective
and sustainable stabilizer for multiple emulsions containing praziquantel, providing prolonged
stability, preservation of drug thermal integrity, and controlled release. Stabilization
mechanisms involved the Pickering effect, close packing, and formation of viscoelastic
structures. Despite the promising results, further studies, particularly in vivo, are needed to
validate the therapeutic efficacy and safety of the system.

Keywords: Schistosomiasis, Lignosulfonate, Multiple Emulsions, Praziquantel.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose, também conhecida como bilharziase ou popularmente chamada de
“barriga d’agua”, € uma das doengas tropicais negligenciadas mais prevalentes em paises em
desenvolvimento. Estima-se que cerca de 230 milhdes de pessoas afetadas por essa
enfermidade, enquanto aproximadamente 800 milhdes encontram-se sob risco de infecgao (De
Oliveira et al., 2023).

O tratamento atual da esquistossomose baseia-se exclusivamente no uso do praziquantel
(PZQ), um quimioterapico amplamente empregado devido a sua eficacia, baixa toxicidade e
efeitos colaterais leves e transitorios (Ministério da Saude, Brasil; Bergquist et al., 2018). No
entanto, o mecanismo de a¢ao do PZQ ainda nao ¢ completamente elucidado, ¢ limitagdes
importantes comprometem sua eficiéncia, como a ineficacia contra formas jovens do parasita e
relatos de resisténcia em algumas cepas do género Schistosoma (Waechtler et al., 2023). Esses
fatores evidenciam a necessidade urgente de desenvolver novas estratégias terapéuticas para
superar essas limitacdes e aprimorar o manejo da doenga. Além disso, 0 PZQ pertence a classe
IT do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), caracterizada por firmacos com baixa
solubilidade aquosa e alta permeabilidade. Essa caracteristica, combinada com seu extenso
metabolismo de primeira passagem hepatico, resulta em uma biodisponibilidade oral limitada.
A baixa solubilidade aquosa do PZQ também impacta sua absor¢do gastrointestinal,
especialmente em ambientes com pH elevado, o que pode influenciar a eficacia do tratamento.
Essas limitagdes biofarmacéuticas reforcam a necessidade de desenvolver formulagdes mais
eficazes ou novas abordagens terapéuticas para melhorar os resultados clinicos no combate a
esquistossomose.

Entre as alternativas promissoras para potencializar a agdo do praziquantel, destacam-
se as emulsdes multiplas, devido as suas caracteristicas estruturais unicas e propriedades
funcionais avancadas. Essas emulsdes sdo formadas pela inversdo de fase de uma emulsdo
simples, resultando em sistemas nos quais goticulas menores sdo encapsuladas dentro de
goticulas maiores, que, por sua vez, estdo dispersas em uma fase continua. Essa configuracao
permite a protegdo de substancias bioativas, a incorporagdao de diferentes compostos em
compartimentos separados e a liberagao controlada e sustentada de ativos (Sufier et al., 2017;
Ding et al., 2019). Tais propriedades tornam as emulsdes multiplas particularmente atrativas
para aplicagdes farmacéuticas e cosméticas, proporcionando solugdes inovadoras para desafios
relacionados a estabilidade de formulagdes e a liberagao de farmacos.

Contudo, a estabilizagcdo dessas emulsdes frequentemente requer o uso de surfactantes

moleculares, cuja aplicagdo em altas concentracdes podem ser limitada devido a toxicidade e a
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preocupacdes ambientais. Dessa forma, a busca por alternativas sustentaveis e menos toxicas
para estabilizagdo de emulsdes ¢ uma necessidade crescente. Nesse contexto, os produtos
naturais tém ganhado destaque na industria biotecnoldgica e farmacé€utica, especialmente
devido a sua compatibilidade biologica e ao baixo impacto ambiental (Daniotti, et al., 2021;
Pham et. al., 2019).

Entre os biopolimeros naturais, lignossulfonatos e ligninas se destacam como o segundo
biopolimero mais abundante na natureza. Os lignossulfonatos, derivados da quebra da rede de
lignina durante o processo de polpacao ao sulfito da madeira, apresentam natureza anfifilica e
sdo amplamente utilizados em aplicagdes como plastificantes, dispersantes e estabilizadores
(Yang et al., 2007). Suas propriedades sao determinadas pelo comportamento em solugdes
aquosas, bem como em superficies e interfaces, fatores influenciados pela sua composi¢ao
quimica (Matsuhita et al., 2005). Apesar de seu potencial como surfactantes, estudos sobre o
uso de lignossulfonatos em aplicagdes biologicas ainda sdo limitados.

Diante desse cenario, esta tese busca explorar o uso de lignossulfonato como surfactante
alternativo e sustentavel na formulagdo de emulsdes multiplas contendo praziquantel para
administracao oral. Espera-se que esse estudo contribua para o desenvolvimento de sistemas
mais eficazes, seguros e ambientalmente responsaveis para o tratamento da esquistossomose,

ampliando as possibilidades terap€uticas no enfrentamento dessa doenga negligenciada.



16

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Esquistossomose

A esquistossomose, também designada bilharziase, popularmente conhecida como
“barriga d’agua”, ¢ uma das doengas negligenciadas tropicais mais recorrentes nos paises em
desenvolvimento (Turner et al., 2017). Podendo se manifestar de forma aguda ou crénica, a
esquistossomose ¢ uma infeccdo causada por diferentes espécies de parasitas do género
Schistosoma (LEGER et al., 2017). Esta infec¢do ocorre quando ha uma penetragdo cutanea das
formas larvais do parasita, denominadas cercarias, que provocam urticaria temporaria, podendo

persistir por dias com lesdes papulopruriginosas (GRYSEELS et al., 2006) (figura 1).

Figura 1. Representacao esquemadtica do ciclo de vida e infeccdo da Schistosoma mansoni.
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Fonte: Autoria propria.

A esquistossomose aguda ¢ uma condi¢do sistémica desencadeada por uma reagdo de
hipersensibilidade a migracao dos parasitas no hospedeiro humano (Barsoum et al., 2013). Esse
quadro pode se desenvolver semanas ou meses apOs a infec¢do, com sintomas abruptos,

incluindo febre, fadiga, mialgia, mal-estar, tosse, eosinofilia e infiltrados pulmonares
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irregulares. Apesar da gravidade inicial, a maioria dos pacientes apresenta recuperacdo em um
periodo de 2 a 10 semanas (Barsoum et al., 2013; Elbaz et al., 2013) (figura 2).

A fase cronica da esquistossomose, por outro lado, resulta da retencdo de ovos do
parasita nos tecidos do hospedeiro, o que desencadeia uma reagdo granulomatosa em resposta
aos antigenos secretados pelos ovos (Gryseels et al., 2006). Essa reacdo imune, embora
inicialmente protetora, pode levar a formacao de granulomas cronicos, especialmente no figado,
que evoluem para fibrose ao longo do tempo (Chen et al., 2017). Os sintomas da forma cronica
incluem diarreia, dor abdominal, hiperplasia, ulceragdo, formacdo de microabscessos e
polipose, sendo a gravidade diretamente relacionada a intensidade da infec¢do e a resposta

imunoldgica do hospedeiro (Inobaya et al., 2014; Gryseels et al., 2006) (figura 2).

Figura 2. Representagao esquematica das fases aguda e cronica e dos sintomas da esquistossomose.
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Fonte: Autoria propria.

Mundialmente, estima-se que a esquistossomose afete cerca de 250 milhdes de pessoas,

com mais de 700 milhdes vivendo em areas endémicas, distribuidas em 78 paises (WHO, 2023).
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Criancas em idade pré-escolar sdo desproporcionalmente afetadas, apresentando prevaléncia
elevada em relagdo a outras faixas etdrias, e essa situacdo persiste devido a auséncia de
tratamentos pediatricos adequados (Osakunor et al., 2018). Essa lacuna no manejo da doenga
em criangas compromete os esfor¢os de controle em regides endémicas.

Nas Américas, o Brasil concentra a maioria dos casos registrados, com uma estimativa
de 2 milhdes de pessoas infectadas distribuidas em 19 estados (De Oliveira et al., 2023). Destes,
segundo o Ministério da Saude, a esquistossomose estd presente com maior intensidade em
areas ao longo de todo o litoral da regiao Nordeste, partindo do Rio Grande do Norte em direcao
ao sul, incluindo areas quentes e umidas dos estados, passando pela Bahia (BA) e chegando a
Minas Gerais (MG) na regido Sudeste (De Oliveira et al., 2023).

O tratamento atual para a esquistossomose baseia-se exclusivamente no praziquantel
(PZQ), um agente quimioterapico eficaz e amplamente utilizado (Colley et al., 2014). Embora
seu mecanismo de a¢do ainda ndo esteja completamente elucidado, o PZQ apresenta baixa
toxicidade e efeitos colaterais leves e transitorios, sendo considerado um padrdo-ouro no
manejo da doenca (Ministério da Satde, Brasil; da Silva et al., 2017). Contudo, a eficacia do
PZQ ¢ limitada por sua inatividade contra formas jovens do parasita, uma desvantagem
significativa (Vale et al., 2017). Além disso, ha relatos crescentes de resisténcia ao PZQ em
algumas cepas de Schistosoma, o que destaca a necessidade urgente de novas estratégias

terapéuticas (Kasinathan et al., 2014).

2.2 Praziquantel

A estratégia mais eficaz para o controle da esquistossomose € o tratamento
farmacologico (Spangenberg, 2021), baseado no uso do anti-helmintico praziquantel (PZQ),
implementado por meio de programas de administracdo em massa em regioes endémicas. Esses
tratamentos sao realizados em intervalos de 6 a 12 meses, devido as altas taxas de reinfecgao.
Administrado em dose oral Unica (40-60 mg/kg), o PZQ demonstra eficacia contra todas as
espécies do género Schistosoma que infectam humanos. Além disso, o fairmaco também
apresenta agdo contra cestodeos, incluindo espécies como Taenia, Echinococcus,
Mesocestoides, Dipylidium e Hymenolepis. O PZQ ¢ capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, o que explica sua eficdcia no tratamento da neurocisticercose (Olliaro et al.,
2014). Adicionalmente, ¢ altamente eficaz no manejo de doengas causadas por trematddeos de
origem alimentar, como paragonimiase, clonorquiase e opistorquiase.

O mecanismo de acdo do PZQ ainda ndo foi completamente elucidado, ainda assim

estudos indicam que sua principal agdo consiste em aumentar a permeabilidade da membrana
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tegumentar dos parasitas a ions célcio (Ca**) resultando em um influxo descontrolado desses
ions (Thomas et al., 2020). Esse evento desencadeia contragdes musculares sustentadas e
paralisia espastica, comprometendo a capacidade do parasita de se fixar as paredes dos vasos

sanguineos (Aragon et al., 2009) (figura 3).

Figura 3. Representacdo esquematica do mecanismo de agdo do Praziquantel
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Fonte: Autoria propria.

Embora o influxo de célcio seja considerado um evento-chave, estudos indicam que esse
fator isolado ndo explica totalmente sua atividade esquistossomicida. Abordagens
transcriptdmicas revelaram respostas associadas ao estresse oxidativo e identificaram genes
envolvidos na regulagdo do calcio e no metabolismo aerébico (Crellen et al., 2016). A proteina
quinase dependente de célcio/calmodulina tipo II (CamKII) tem emergido como um potencial
alvo terapéutico no mecanismo de acdo do PZQ (You et al., 2013). Além disso, o firmaco parece
interferir na bicamada lipidica do tegumento, possivelmente inibindo a atividade da
esfingomielinase, o que pode comprometer a reproducao do parasita ao impedir a liberagdo de

ovulos (Nogueira et al., 2022; Rinaldi et al., 2015).
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Consequentemente, o parasita torna-se mais vulneravel a eliminagdo pelo sistema
imunologico do hospedeiro. Além disso, o PZQ provoca danos significativos ao tegumento do
parasita, expondo antigenos normalmente ocultos e intensificando a resposta imunoldgica
mediada por macrofagos e eosinofilos (Nogueira et al., 2022). Outros efeitos metabolicos
secundarios, como alteragdes no metabolismo energético ¢ na homeostase celular, também
contribuem para a eliminagdo do parasita (Niu et al., 2022).

Apesar de sua eficacia na redu¢ao da morbidade associada a esquistossomose, o PZQ
apresenta limitagdes. Classificado como um farmaco de Classe II pelo Sistema de Classificagao
Biofarmacéutico (SCB) (Benet et al., 2011), o PZQ possui baixa solubilidade em agua (logP
3,9), o que afeta sua formulagdo, absorcdo e biodisponibilidade. Além disso, o farmaco
apresenta um alto metabolismo de primeira passagem e rdpida eliminacdo da corrente
sanguinea, resultando em uma curta meia-vida bioldgica no soro (0,8-1,5 horas) (Coli e Pica-
Mattoccia, 2003).

Ademais, ¢ importante ressaltar que atualmente o PZQ estd disponivel na forma de
comprimido, exigindo doses elevadas (40-60 mg/kg) para alcancar eficicia terap€utica, o que
torna o tratamento de criancas particularmente desafiador. Apesar da recomendagdo da
Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) de tratar criancas em idade pré-escolar, ndo existem
formulacdes adequadas para incluir essa populagdo em programas de tratamento em larga escala
(WHO, 2021). O PZQ ¢ administrado como uma mistura racémica, composto pelos
enantiomeros (R)-PZQ e (S)-PZQ, sendo que a atividade farmacoldgica ¢ predominantemente
atribuida ao (R)-PZQ (Vale et al., 2018). Isso implica que apenas metade do composto
administrado ¢ efetivamente ativo, enquanto o (S)-PZQ, além de ser inativo, contribui para
efeitos colaterais, sabor desagradavel e aumento desnecessario do tamanho dos comprimidos,
fatores que afetam negativamente a adesdo ao tratamento (Olliaro et al., 2014). Embora a
separac¢do dos enantidmeros seja uma solucao potencial, o processo € economicamente inviavel
para produgdo em larga escala (Timson, 2020).

Adicionalmente, embora o PZQ esteja incluido na Lista Modelo de Medicamentos
Essenciais para Criangas (WHO, 2021), ndo hd uma formulacdo pediatrica apropriada para
facilitar sua administracdo. Este cendrio ¢ agravado pelo fato de a esquistossomose ser uma
doenca negligenciada, caracterizada por baixos investimentos da industria farmacéutica no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, devido a sua associacdo com populagdes
em situacdo de pobreza. Assim, a criagdo de sistemas inovadores capazes de otimizar o
desempenho do PZQ, reduzindo efeitos colaterais e aumentando sua biodistribui¢ao, apresenta-

se como uma medida indispensavel para o controle efetivo da doenga.
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Entre as tecnologias disponiveis para superar esses desafios, as emulsdes tém se
destacado em pesquisas farmacéuticas e biotecnoldgicas (Dhaval et al., 2022; Kale et al., 2017;
Collins-Gold et al., 1990). Esses sistemas, caracterizados por sua capacidade de encapsular
compostos lipofilicos, oferecem beneficios como maior estabilidade, controle na liberacao de
farmacos e possibilidade de mascarar sabores desagradaveis. Em particular, as emulsoes
multiplas, como as do tipo 4gua em 6leo em agua (a/o/a), permitem a encapsulagdo simultanea
de diferentes substancias em compartimentos segregados, proporcionando maior flexibilidade
no desenvolvimento de formulagdes complexas e adaptadas as necessidades especificas, como
as associadas ao tratamento pediatrico da esquistossomose.

Nesse contexto, o uso de emulsdes como sistemas de liberacdo e administracdo de
farmacos representa uma abordagem inovadora para enfrentar as limitacdes atuais do PZQ.
Além de potencializar sua eficécia clinica, esses sistemas podem melhorar a adesdo terapéutica
e facilitar a inclus@o de populagdes vulneraveis, como criangas, em programas de tratamento
em larga escala, contribuindo significativamente para o combate a esquistossomose e outras

doengas negligenciadas.

2.3 Emulsoes

Emulsdes sdo sistemas heterogéneos compostos por duas fases liquidas imisciveis, em
que uma fase esta dispersa na outra sob a forma de pequenas goticulas, geralmente preparadas
com a aplica¢do de energia externa, como sonica¢cdo ou homogeneizagao (Tan et al., 2021).
Esses sistemas apresentam ampla relevancia cientifica e tecnologica devido a sua versatilidade
e presenca em diversos setores industriais, como alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos
e tintas (Dhaval et al., 2022). De forma geral, as emulsdes podem ser classificadas em dois
grupos principais: convencionais € nado convencionais (Hazt et al., 2023), sendo essa distingao
fundamentada na estrutura e composi¢do do sistema, além dos métodos de estabilizagao
empregados (figura 4.a-b).

As emulsdes convencionais sdo formadas por duas fases liquidas imisciveis, com uma
delas dispersa na outra sob a forma de goticulas, e sua estabilidade ¢ garantida pelo uso de
surfactantes ou tensoativos (Zembyla et al., 2020). Os tipos mais comuns incluem emulsdes
6leo em dgua (o/a), nas quais goticulas de 6leo estdo dispersas em uma fase aquosa continua, e
agua em o6leo (a/0), em que gotas de dgua sdo dispersas em uma matriz oleosa. A estabilidade
desses sistemas ¢ determinada, principalmente, pela reducdo da tensdo interfacial
proporcionada pelos surfactantes e pela presenca de barreiras estéreas ou eletrostaticas que

evitam a coalescéncia, promovendo um estado de metaestabilidade (Kumar et al., 2022). A
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formagao do tipo especifico de emulsdo depende de fatores como a proporcio das fases, a
temperatura ¢ a natureza dos emulsificantes utilizados (Sousa, et al., 2022). Conforme a
nomenclatura, a fase dispersa ¢ indicada primeiro, seguida pela fase continua; assim, uma

emulsdo A/O ¢ composta por goticulas de agua distribuidas em uma matriz oleosa (figura 4.a).

Figura 4. Representacdo esquemadticas dos tipos de emulsdes
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Legenda: Representagdo esquematicas dos tipos e emulsdes. a: emulsdes convencionais; b: emulsdes ndo

convencionais. Fonte: Autoria propria.

Em contraste, as emulsdes ndo convencionais representam sistemas mais complexos,
caracterizados por estruturas diferenciadas ou mecanismos alternativos de estabilizacdo,
podendo ser classificadas em emulsdes multiplas; emulsdes 6leo-em-6leo (O/O); emulsdes
dgua-em-agua (A/A); micro e nanoemulsdes (Hazt et al.,, 2023; Silva et al.,, 2022). A
estabilidade dessas dispersdes ¢ frequentemente garantida pelo uso de agentes emulsificantes
ou particulas (emulsdes de Pickering), que reduzem a tensdo interfacial entre as fases e inibem
processos de separagdo, como coalescéncia e sedimentacdo (Cosgrove, 2010). Devido a sua
complexidade, o estudo dessas emulsdes envolve uma abordagem interdisciplinar, combinando
principios de fisico-quimica, ciéncia de materiais e engenharia de processos. Outro exemplo

relevante sdo as emulsdes Pickering, estabilizadas por particulas solidas, como silica ou
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celulose, que promovem maior resisténcia contra processos de coalescéncia e envelhecimento
fisico (Yali et al, 2022) (figura 4.b).

Dentre os diferentes tipos de emulsdes, as emulsdes multiplas se destacam por suas
caracteristicas estruturais unicas e propriedades funcionais avangadas, tornando-se de especial
interesse em areas como a administragdo de fArmacos (Sufier et al., 2017). Esses sistemas sao
formados pela inversdo de fase de uma emulsao simples, resultando em uma estrutura na qual
goticulas menores estdo encapsuladas dentro de goticulas maiores, que, por sua vez, estao
dispersas na fase continua (Ding et al., 2019). Tal configuracdo permite a prote¢ao de
substancias bioativas, a incorporacao de diferentes compostos em compartimentos distintos e a
liberagdo sustentada dos ativos incorporados. Essas propriedades tornam as emulsdes multiplas
promissoras para aplicagdes terapéuticas e cosméticas, oferecendo solu¢des inovadoras para

desafios em liberagdo controlada e estabilidade de formulacdes.

2.4 Emulsoes Multiplas

Emulsdes multiplas sdo plataformas versateis para encapsulamento quimico de
ingredientes com diferentes polaridades ou solubilidades, modelagem de materiais multifasicos
e uma variedade de outras func¢des (Yandrapali et al., 2024). Ferramentas de processamento
comumente usadas (como dispositivos microfluidicos e emulsificacdo sequencial)
proporcionam controle preciso sobre o numero, tamanho e composi¢cdo das goticulas
encapsuladas, o que abre um vasto espago de design morfoldgico para goticulas multifasicas
internamente estruturadas e particulas coloidais produzidas a partir delas (Chong et al., 2015;
Igbal et al., 2015).

Em aplicagdes atuais, as emulsdes multiplas tém se mostrado promissoras para
aprimorar o desempenho de emulsdes convencionais e sistemas coloidais. Elas oferecem
vantagens devido a sua estrutura liquida multifasica unica e versatilidade quimica, permitindo
aplica¢des onde podem superar os coloides tradicionais. Por exemplo, sua capacidade de formar
estruturas ordenadas abre caminho para seu uso no desenvolvimento de metamateriais. Esses
materiais artificiais possuem propriedades fisicas extraordinarias, como indice de refracdo
negativo ou manipulacao avangada de ondas, alcancadas por meio do design preciso de suas
microestruturas. No caso das emulsdes multiplas, variagdes periddicas na constante dielétrica
ou no modulo elastico de suas fases liquidas internas poderiam ser exploradas para criar
metamateriais altamente avancados. Com uma complexidade interna quase arbitraria, essas
estruturas poderiam ser projetadas para aplicagdes em Optica, acustica ou tecnologias avangadas

de manipulacdo de energia (Sheth et al., 2020).
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Novos materiais de encapsulamento e entrega podem ser desenvolvidos que dependem
do inchamento e desinchaco de emulsdes multiplas como uma rota para controlar a
transferéncia de massa de moléculas ativas para dentro ou para fora das goticulas. Além disso,
combinagdes com diferentes técnicas podem ser utilizadas simultaneamente para modelar ou
estruturar as particulas coloidais internamente pode levar a uma gama inteira de novas
particulas coloidais estruturadas internamente para separagdes, catalise e fotonica (Sheth et al.,
2020; Ogawa et al., 1988).

De acordo com a literatura, emulsdes multiplas podem ser classificadas com base no
numero de goticulas de 4dgua inseridas nas goticulas de 6leo: a) microcapsulas: apenas uma
goticula de dgua incluida em uma gota de o6leo da fase externa; b) multivasculares:
caracterizadas pela presenca de multiplas goticulas menores de uma fase interna dispersas
dentro de uma gota maior da fase continua; c) microesferas: especialmente no caso de sistemas
A/O/A, onde a fase aquosa interna contém o ativo a ser encapsulado, e a matriz polimérica
forma a fase s6lida apds um processo de polimerizacao ou solidificagdo (figura 5) (Ding et al.,
2019; Florence et al., 1981).

Entretanto, embora as emulsdes multiplas sejam versateis e aplicaveis em diversas areas,
suas "goticulas duplas" tendem a se desestabilizar rapidamente, transformando-se em emulsdes
simples. Isso pode ser visto como um estado de transi¢ao instavel entre as emulsdes tradicionais
— agua em Oleo (A/O) e oleo em agua (O/A) (Perazzo et al., 2018). A instabilidade intrinseca
dessas emulsdes ¢ explicada por fatores fisicos, que incluem a pressdo osmética e a pressao de
Laplace (Aserin, 2007).

Diferencas nas concentracdes de soluto entre a fase interna e a fase continua
(relacionadas a pressdo osmotica) provocam a migragdo de agua, buscando um equilibrio das
pressdes osmoticas. Como resultado, ocorre o inchaco das goticulas internas quando a pressao
osmotica externa € superior, ou o encolhimento quando esta pressao € inferior (Lea-Banks et
al., 2019). Adicionalmente, a pressao de Laplace, que depende do tamanho das goticulas e da
tensdo superficial, gera uma pressao interna elevada nas goticulas menores. Esse fendmeno
resulta do desejo das moléculas na interface de minimizar a area superficial. A diferenga de
pressdo interna ¢ um fator que contribui para o colapso estrutural das emulsdes duplas, levando

a ruptura e a eventual separagdo de fases.
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Figura 5. Representacdo esquemadtica dos tipos e emulsdes.
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Fonte: Adaptado de Ding et al., 2019.

Adicionalmente, o amadurecimento de Ostwald também ¢é um fator determinante da
instabilidade (Singh et al., 2017). Durante esse processo, goticulas menores, com maior pressao
interna, tendem a encolher, enquanto goticulas maiores crescem, contribuindo para o aumento
do tamanho médio das goticulas ao longo do tempo. Esse efeito, combinado com a coalescéncia,
resulta na separacdo de fases e na diminui¢@o da area interfacial total, reduzindo a energia do
sistema (Zhao et al., 2022).

Embora essas caracteristicas tornem as emulsdes multiplas frageis, elas podem ser
exploradas como vantagens em aplicagdes especificas, especialmente para controle da liberagao
de materiais encapsulados em resposta a pressdo osmotica. Assim, a estabilidade dessas
emulsdes pode ser aumentada pela adi¢do de surfactantes a fase continua (Pontrellei et al.,
2020). Esses compostos anfifilicos adsorvem-se na interface 6leo/agua, reduzindo a tensdo
interfacial ao posicionar seus grupos hidrofilicos na dgua e os hidrofébicos no 6leo. Apesar
disso, a ancoragem dos surfactantes moleculares ¢ limitada por um equilibrio térmico entre
adsor¢do e dessor¢ao, o que pode levar a gradual coalescéncia das emulsdes (Ren et al., 2019;
Rosen et al., 2012; Yaqoob et al., 2006).

Uma alternativa promissora para aumentar a estabilidade ¢ o uso de particulas solidas.
Essas particulas sdo capazes de estabilizar emulsdes simples ou multiplas por periodos mais
longos, formando o que sdo conhecidas como emulsdes de Pickering. A adsorcdo irreversivel
dessas particulas na interface 6leo/dgua impede a coalescéncia das goticulas, oferecendo uma

solucdo robusta e sustentavel para superar as limitagcdes das emulsdes tradicionais.

2.5 Emulsées de Pickering

As emulsdes de Pickering sdo sistemas especificos de emulsdo estabilizados por

particulas solidas, em substituicdo aos surfactantes tradicionais (Wu et al., 2016; Ramsden,
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1904). Podendo ser ajustadas quanto & composi¢do, tamanho e funcionalizagdo da superficie,
essas particulas adsorvem-se irreversivelmente na interface 6leo-agua. Essa adsor¢do forma
uma barreira fisica que impede a coalescéncia das goticulas, garantindo maior estabilidade ao
sistema (Chiappini et al., 2015). Tal abordagem proporciona vantagens relevantes em termos
de estabilidade e sustentabilidade, além de abrir novas possibilidades de aplicagdo em setores
como o farmacéutico, alimenticio e cosmético.

As aplicagdoes das emulsdes de Pickering abrangem diferentes areas. Na industria
farmacéutica, elas sao usadas em sistemas de liberacao controlada, protegendo ativos sensiveis
e promovendo sua liberagdo prolongada (Tai et al., 2020). Na industria alimenticia, as emulsdes
permitem o desenvolvimento de produtos mais estaveis e saudaveis, como molhos e bebidas,
sem surfactantes artificiais (Chen et al., 2020). No setor cosmético, sdo utilizadas para
formulagdes de longa duracdo e maior estabilidade, como cremes e logdes (Guzmén et al.,
2020).

Desde os primeiros relatos sobre emulsdes de Pickering, o mecanismo pelo qual ocorre
a estabilizagcdo das emulsdes vem sendo investigado. Sendo relacionado a reducdo interfacial
entre as duas fases da emulsdo, ¢ relatado na literatura que para se obter emulsdes de Pickering
estaveis, o fator-chave ¢ a molhabilidade das particulas, que pode ser caracterizado pelo angulo
de contato  na interface 6leo-particula-agua (Chevalier et al., 2013) (figura 6).

Em linhas gerais, particulas com 6 <90° apresentam caracteristicas hidrofilicas
imergindo na fase aquosa, induzindo a formagdo de emulsdes 6leo-agua. Para a obtencao de
emulsdes dgua-6leo particulas com 6 >90° devem ser usadas, onde essas terdo uma maior
molhabilidade na fase oleosa. Ademais, a estabilizacdo das emulsdes de Pickering € regida pela

energia necessaria para dessorver particulas esféricas da interface, descrita pela equacao:

AG = 77 Yow (1-1cos0])?

Nesta equagdo, AG representa a energia de adsor¢do, » € o raio da particula, yow ¢ a tensdo
interfacial oleo-agua; e 6 ¢ o angulo de contato da particula na interface (de Carvalho-
Guimaraes et al., 2022; Ortiz, et al., 2020; Low et al., 2020).

Quando comparadas a emulsdes estabilizadas por surfactantes moleculares, emulsdes
de Pickering apresentam propriedades unicas: a) a energia de dessor¢ao de particulas solidas da
interface agua/dleo ¢ varias ordens de magnitude maior do que a energia térmica (koT),
resultando em uma adsorg¢do irreversivel desses surfactantes na interface, contribuindo para a
estabilidade das emulsdes (Yang et al., 2017; Aveyard, Binks, & Clint, 2003); b) As particulas

solidas podem ser desenvolvidas a partir de materiais biocompativeis, demonstrando uma baixa
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toxicidade — quando comparada com surfactantes moleculares (Albert et al., 2019; Yang et al.,
2017); c¢) As particulas s6lidas podem ser projetadas para desempenhar diversas fungdes dentro
das emulsdes de Pickering, como respostas a mudangas de pH, temperatura e até mesmo

fototerapias (Rodriguez et a., 2020; Hao et al., 2018).

Figura 6. Representacdo esquemadtica das emulsdes de Pickering.

a) Emulséao

Fase Continua

2

Fase
Dispersa

‘\

‘ N
Goticulas dispersas Particulas estabilizando o sistema

Oleo
Oleo
Agua

Agua
Legenda. Emulsdes de Pickering. a: estabilizagdo de uma emulsdo pelo efeito Pickering; b: angulo de contato e

molhabilidade das particulas de acordo com a dngulo de contato. Fonte: Autoria propria.

As emulsdes de Pickering podem ser estabilizadas por uma ampla variedade de
particulas solidas, destacando-se polimeros naturais como alginato (Lim et al., 2020; Yan et al.,
2019), argilominerais (Do Amaral et al., 2023; Sieben et al., 2022), proteinas (Machado et al.,
2023; Hazt et al., 2020; Yan et al., 2020; Shi et al., 2020), celulose (Dong et al., 2021; Dai et
al., 2020), quitosana (Sharkawy et al., 2020; Wang et al., 2016), amido (Xu et al., 2020; Zhu et
al., 2019), goma arabica (Wei et al., 2019; Sharkawy et al., 2019), goma do cajueiro (Cardial et
al., 2019; Richter et al., 2018), lignina (Dai et al., 2019; Sipponen et al., 2017), lignossulfonatos
(Ruwolt, 2022; Fan et al., 2021) e polissacarideos de algas (Meng et al., 2024; Wang et al.,

2024). Esses materiais oferecem flexibilidade para diferentes aplicacdes e objetivos especificos.
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Entre os polimeros mencionados, os lignossulfonatos merecem aten¢do especial por serem
subprodutos abundantes e renovaveis da industria de papel e celulose. Além de serem
econdOmicos, os lignossulfonatos apresentam potencial para uso como surfactantes coloidais em
aplicagdes biotecnologicas (Khajeh et al., 2024; Aro & Fatehi, 2017). Contudo, apesar desse
potencial, a maior parte dos lignossulfonatos produzidos ¢ simplesmente queimada como

combustivel, o que representa uma subutilizagdo desse recurso valioso (Wurzer et al., 2022).

2.6 Lignossulfonatos

Os lignossulfonatos sao derivados sulfonados da lignina, um dos principais polimeros
estruturais presentes nas plantas vasculares. Obtidos como subprodutos do processo de
polpagdo quimica na industria de papel e celulose, especialmente pelo método sulfito, os
lignossulfonatos representam uma fragao altamente soltivel da lignina (Wang et al., 2022). Sua
estrutura complexa e heterogénea ¢ formada por unidades fenilpropandides conectadas por
ligagdes éter e carbono-carbono, com grupos sulfonato adicionados durante o processo quimico,
conferindo-lhes elevada hidrossolubilidade e atividade superficial (Ruwoldt, 2020).

Estruturalmente, os lignossulfonatos refletem caracteristicas da lignina nativa
modificadas pelo processo de polpagdo sulfito (Wang et al., 2022). Apesar de a configuracao
quimica basica ser em parte preservada, novas ligacdes carbono-carbono sao formadas e grupos
sulfonato e carboxilicos sdo introduzidos — modificacdes ausentes na estrutura inicial da lignina
(Tang et al., 2023). Essa heterogeneidade estrutural faz com que os lignossulfonatos sejam mais
bem descritos como uma mistura polidispersa de macromoléculas, cuja composi¢ao pode variar
entre diferentes amostras ou até mesmo dentro de uma mesma amostra (Ruwoldt, 2022). Por
1sso0, sdo frequentemente tratados como entidades estatisticas, em vez de compostos quimicos
com estrutura bem definida.

Os lignossulfonatos sao caracterizados como polieletrolitos poliaromaticos ramificados
aleatoriamente, com alta solubilidade em 4gua e comportamento anfifilico semelhante ao de
surfactantes moleculares (Deng et al., 2010). Sua hidrofilicidade ¢ atribuida a presenca de
grupos anionicos, como sulfonato e carboxilato, além de grupos hidroxila fenolicos que se
tornam mais relevantes em pH elevado (Yan et al., 2010). Paralelamente, as fragdes
hidrofobicas, formadas por unidades aromaticas alifaticas e grupos residuais contendo
oxigeénio, conferem equilibrio entre as propriedades hidrofilicas e hidrofobicas, determinando
suas caracteristicas interfaciais (Ensing et al., 2019; Holmberg, 2001). Estudos de Myrvold e

colaboradores (2016) também revelaram a boa solubilidade dos lignossulfonatos em solventes
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como etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSO) e em misturas de metanol-agua

ou dioxano-agua contendo mais de 20% de agua (figura 7).

Figura 7. Representacao esquematica da estrutura quimica e autoassociag¢ao dos lignossulfonatos.

Lignossulfonato
autoassociado

HO

Dispersio de @ fragdes hidrofilicas (OH) concentradas na superficie

Lignossulfonato macromolecular Lignossulfonato @ fracdes hidrofébicas (Interagdes m-n de andls

aromaticos) orientando-se dire¢io ao nlcleo do
agregado

Fonte: Autoria propria.

Em solugdo aquosa, os lignossulfonatos se comportam como polieletrolitos ramificados,
formando estruturas esferoidais oblatas (Ruwoldt, 2022). Sua agregac¢do e autoassocia¢ao
ocorrem principalmente nas regides hidrofobicas centrais, enquanto os grupos anionicos se
projetam para o meio, promovendo interagdes especificas como repulsdo eletrostatica,
interacdes m-m e ligagdes de hidrogénio (Piccinino et al., 2021; Deng et al., 2012). Fendmenos
como expansao de polieletrdlitos e autoassociagdo sao influenciados por fatores como pH, forca
10nica, temperatura e presenca de solventes organicos. Por exemplo, aumentos na forga idnica,
redu¢do do pH ou elevagdo da temperatura podem promover maior agregacdo, alterando
significativamente o comportamento conformacional dos lignossulfonatos (Tang et al., 2015;
Quian et al., 2014; Vainio et al., 2012) (figura 7).

As propriedades Unicas dos lignossulfonatos, como alta capacidade de adsorcao,
afinidade por 4dgua e 6leo e comportamento dispersante, tornam-nos valiosos para uma ampla
gama de aplicagdes. Eles tém sido amplamente utilizados na estabilizacdo de emulsdes e
dispersdes coloidais, além de serem componentes importantes em aditivos para concreto
(Breilly et al., 2021), tintas (Han et al., 2024), pesticidas (Weiss et al., 2020) e processos
biotecnoldgicos (Gao et al., 2017). Os mecanismos para estabilizacdo da dispersdo foram
relatados como introducdo de repulsdo eletrostatica, impedimento esteérico, estabilizagdo de

particulas (emulsao Pickering) e a formagao de camadas de interface viscoelasticas. Além disso,
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segundo a European Food Safety Authority, o lignossulfonato demonstrou ser seguro em niveis
de até 10.000 mg/kg quando utilizado como suplementos de ragdo para animais.

Por serem derivados de um recurso renovavel e abundante, os lignossulfonatos
apresentam beneficios ambientais e economicos significativos. Seu uso destaca a valorizagao e
o upcycling de subprodutos industriais, alinhando-se a tendéncia crescente em sustentabilidade
e no desenvolvimento de ingredientes cosméticos e farmacéuticos mais verdes, além de oferecer
alternativas viaveis aos derivados de petrdleo. Assim, consolidam-se como uma plataforma

promissora para inovagdes em materiais e tecnologias sustentaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso de lignossulfonato como um surfactante alternativo, verde e sustentavel

na formulac¢do de emulsdes multiplas contendo praziquantel para administragao oral.

3.2 Objetivos Especificos

Purificar e caracterizar o lignossulfonato utilizando metodologias como: espectroscopia
na regido do infravermelho (FTIR); espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
(RMN) e potencial Zeta;

Caracterizar o lignossulfonato de acordo com o tamanho hidrodindmico médio,
potencial Zeta, indice de polidispersao (PDI), concentragdo de particulas e morfologia;
Avaliar o processo de ultrassonifica¢do na formagao e dispersao do lignossulfonato;
Verificar se existe uma varia¢ao nos valores de tensdo superficial, interfacial e angulo
de contato do lignossulfonato em forma molecular e particulado;

Verificar a interferéncia da razdo lignossulfonato/6leo de ricino, sobre o processo de
formacgao e estabilizagdo das emulsdes;

Avaliar o perfil de estabilidade térmica do lignossulfonato, 6leo de ricino e das emulsoes
formadas através de andlises termogravimétricas;

Avaliar através de microscopia de confocal o aspecto microscopicos das emulsoes e
elucidar o mecanismo de estabilizagao;

Avaliar a cinética de liberacdo da emulsdo de 6leo de ricino e praziquantel através de
ensaios de liberagao in vitro;

Avaliar o perfil citotoxico em células Caco-2 do lignossulfonato e das emulsdes.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para purifica¢ao do lignossulfonato célcio, o lignossulfonato bruto foi doado pela MC
Quimica. Para a formulacdo das emulsdes, foi utilizado 6leo de ricino (INCI Name: Ricinus
communis (Castor) seed oil), da empresa Sigma-Aldrich; Agua purificada (condutividade <
1,3 uS cm™ a 25 °C) e ultrapurificada (condutividade < 0,055 uS cm™ a 25 °C) foram obtidas
por purificador de 4gua MilliQ (Millipore, EUA).

4.2 Obtencao, purificacio e caracterizacio do Lignossulfonato
4.2.1 Purificagdo do lignossulfonato

Inicialmente, o lignossulfonato de calcio foi disperso em solu¢cdo aquosa de azida de
sodio (NaNs) a 0,3 g-L ', na propor¢do 1:3 (m/v), e mantido sob agitagdo por 20 minutos. Em
seguida, a dispersao foi centrifugada a 5000 xg por 15 minutos, utilizando uma centrifuga
modelo LabConser (Brasil). O sobrenadante obtido foi submetido a didlise contra agua
purificada utilizando membrana de celulose com porosidade de 12—14 kDa (Sigma-Aldrich,
EUA) por 24 horas, com trocas periddicas de agua.

Apos a dialise, o material retido na membrana foi seco por atomizagao (Spray Dryer
LM MSD 1.0, LabMagq, Brasil) sob as seguintes condi¢gdes: temperatura de entrada de 190 °C,
vazdo de ar de 30 L-min™! e vazdo de alimentacdo da amostra de 0,3 L-h™'. O p¢6 seco obtido foi

coletado e armazenado em frasco apropriado sob refrigeracao (2 a 8 °C) até sua utilizagao.

4.2.2 Determinagdo da massa molar do lignossulfonato

O perfil de eluicdo das amostras foi determinado por cromatografia de exclusdao por
tamanho (do inglés Size Exclusion Chromatography - SEC), utilizando espalhamento estatico
de luz laser multiangulo (inglés Multi-Angle Light Scattering - MALS; Wyatt Technology,
EUA) e detectores de indice de refracao (do inglés Refractive Index - R1; Waters 2410, EUA).
A cromatografia foi realizada em um sistema Waters contendo quatro colunas de permeagao
em gel embaladas com Ultrahidrogel® 2000, 500, 250 e 120, conectadas em série, com limites
de exclusdo de 7x10°, 4x10°, 8x10* e 5x10° g mol™!, respectivamente. O eluente empregado foi
uma solugio aquosa de NaNOs (0,1 mol L) contendo 0,5 g L' de NaN3 na vazio de 0,6 mL
min!, a 25 °C. A amostra de LSCa, previamente filtrada em membrana de acetato de celulose
com abertura de poro de 0,22 um (Filtrilo, Brasil), foi injetada (100 pL) na concentragdo de 21
pumol L1, O valor de dn/dc utilizado foi o de 0,192 mL g™ (Fredheim; Braaten; Christensen,
2002). Os dados de SEC foram coletados e processados no software Wyatt Technology
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ASTRA, versdo 4.70.07, para obtencdao dos valores de massa molecular. Os graficos foram

elaborados utilizando o software OriginPro 8.5.

4.2.3 Procedimento de formagdo de particulas de lignossulfonato por ultrassonifica¢do
controlada

Para a formacao das particulas de lignossulfonato, 200 mg de lignossulfonato purificado
(LSCaP) foi pesado e solubilizado em 4 ml de 4gua purificada (para que atingisse uma
concentragdo de 5% m/v). Posteriormente, foi submetido a uma agitacdo magnética constante
(1 minuto) para completa solubilizagdo. Posteriormente, o lignossulfonato foi ultrassonificado
em um ultrassom de ponta em diferentes tempos, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 ¢ 300
segundos, a uma amplitude de 40%. E importante ressaltar que foi utilizado um banho de gelo

quando durante a ultrassonificagdo.

4.2.4 Determinagdo do diametro hidrodindmico médio e potencial Zeta

As medidas de tamanho hidrodinamico médio e do potencial Zeta do lignossulfonato e
das particulas de lignossulfonato foram obtidas em triplicata através da técnica de espalhamento
dindmico de luz (Dynamic Light Scattering—DLS) em equipamento Malvern Zetasizer Nano. A
dispersao de luz foi realizada usando as seguintes condi¢des: dispersante: agua purificada (25
°C), temperatura: 25 °C; calibragdo: 60; medigao: 173; runs: 30. Para realizagdo das leituras as

amostras foram diluidas em uma propor¢ao de 1/100 em agua purificada.

4.2.5 Andlise de Rastreamento de Particulas (NTA)

Apos a purificagdo e formacdo das particulas do lignossulfonato pelos protocolos
descritos anteriormente, o ensaio de rastreamento de particulas foi realizado utilizando uma
diluicao de 1/100. Para isso, foi utilizado o equipamento de Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA) modelo Nanosight, no Instituto Carlos Chagas (ICC) — Fiocruz Parana. O equipamento
Nanosight permite a analise rapida e automatizada da distribuicdo de tamanho e concentragdo
de particulas, com didmetro entre 10 nm e 2 mm. Apos diluidas, 1 ml de cada amostra foi
injetada em velocidade constante e pré-determinada pelo aparelho. E importante ressaltar que
todas as analises foram realizadas em triplicatas — o tempo de cada leitura teve duracdo de 1

minuto.

4.2.6 Caracterizagdo morfologica do lignossulfonato e das particulas

A Microscopia de For¢a Atomica foi realizada utilizando o equipamento Agilent —
modelo 5500 no modo contato intermitente, com pontas TED PELLA (TAP300-G10) em uma
frequéncia de amplitude de 237.06 kHz. As nanoparticulas foram diluidas na propor¢do de 1:10

(v/v), em agua purificada, posteriormente foi retirada uma aliquota de 10 pL e depositada em
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uma superficie de silicio, deixada por 15 minutos em temperatura ambiente para a secagem. O
programa Gwyddion 2.45, foi utilizado para tratar as imagens e obter o tamanho das

nanoparticulas.

4.2.7 Espectroscopia na regido do Infravermelho — FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos a partir do lignossulfonato bruto e do
lignossulfonato purificado. Os registros foram efetuados em cristal ATR (reflexdo total
atenuada) em um FTIR Thermo Scientific SMART OMNI-SAMPLER Nicolet iS10. A técnica
citada ¢ utilizada na identificagdo de grupamentos quimicos caracteristicos que absorvem na
regido de 500 cm™ a 4000 cm™'. Para a realizagdo das andlises foram utilizados 256 scans por

amostra.

4.2.8 Ressonancia Magnética Nuclear

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e de carbono
13 (13C) foram realizadas em espectrofotometro DRX 400 Avance (Bruker, Alemanha) em
tubos de 5 mm de didmetro. As amostras foram dispersadas em D.O (252,3 umol L1). Os
espectros foram obtidos a 70 °C e os deslocamentos, em ppm, foram determinados utilizando-
se acetona como padrdo interno. Os deslocamentos da acetona utilizados para calibracdo do
espectro foram de 2,22 ppm e 30,89 ppm, de acordo com Babij ef al. (2016). Os espectros de
RMN 'H foram obtidos na frequéncia base de 400,13 MHz. Os espectros representados no
trabalho foram adquiridos na forma de RMN bidimensional - HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation), elaborados e analisados com o auxilio do programa TopSpin 4.4.1

(Bruker, Alemanha).

4.2.9 Determinagdo da tensdo superficial e interfacial

As andlises de tensiometria foram realizadas para determinar o comportamento e
parametros de superficie do lignossulfonato purificado (LSCaP) e do lignossulfonato
ultrassonificado por 30 segundos (LSCaU 30). Para isso, os experimentos foram conduzidos
em tensiometro Contact Angle System OCA 15 (Dataphysics Instruments GmbH, Germany)
utilizando o software SCA20.

O método empregado foi o de gota pendente, que compreende a determinacdo do
formato da gota, seguido pelo ajuste para a equacdao de Young-Laplace. As andlises foram
realizadas a 20 °C na interface agua/ar e dgua 6leo, usando dispersdes de LSCaP e LSCaU 30
de 0,25 150 mg /ml em 4gua purificada (50 mg — 0,1 mg). O tempo de andlise de gota pendente

foi definido experimentalmente e fixado em 30 s. A tensdo superficial para cada ponto
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compreendera leituras em quintuplicata e analise em triplicata verdadeira; os resultados foram

expressos como média da tensdo superficial (mN m™) + SD.

4.2.10 Determinacdo do Angulo de contato trifisico

O lignossulfonato purificado (LSCaP) e, subsequentemente, LSCaU 30 liofilizado (100
mg) foram prensados em pequenas pastilhas de 13 mm com uma superficie lisa por uma unidade
de prensa em escala de laboratorio, aplicando uma pressao de 10 toneladas (estudos anteriores
realizados com outras particulas no grupo de pesquisa BIOPOL, demonstraram que a alteracao
da pressao entre 5 e 10 toneladas ndo afetam a formacao de pastilhas, (Machado et al., 2023)).
O método de gota séssil estatica foi usado para medir o angulo de contato trifasico (Bwo) do
lignossulfonato purificado e das particulas usando um tensidmetro (DataPhysics Instruments
GmbH Contact Angle System OCA 15, Filderstadt, Alemanha). As pastilhas fabricadas foram
colocadas no fundo de um recipiente contendo 6leo de ricino, e goticulas de 4gua ultrapura (8
pL) foram formadas por uma agulha, colocadas em contato com a superficie da pastilha, e entdo
a agulha foi retraida. A imagem da gota foi registrada usando uma camera equipada com uma
lente macro, e Ow, foi medido pelo software SCA20 dez segundos ap6s a retragao da agulha.

Os resultados foram a média de trés experimentos replicados em diferentes locais em
ambas as superficies das pastilhas. Testes preliminares foram conduzidos utilizando diferentes
massas de pod e aplicando diferentes pressdes durante a prensa das pastilhas, o que ndo induziu

alteragoes significativas nos resultados (Machado et al., 2023).

4.3 Desenvolvimento e caracterizacio das emulsdes
4.3.1 Desenvolvimento da emulsdo utilizando lignossulfonato purificado

Para o desenvolvimento das emulsdes, foram utilizados apenas trés componentes: 6leo
de ricino, agua purificada e lignossulfonato purificado. Inicialmente, foram testadas diferentes
proporcdes de 6leo de ricino e 4gua, variando também a concentracdo de lignossulfonato. O
objetivo dessa etapa foi avaliar como a variagdo dessas propor¢des influenciava na formagao e
estabilidade das emulsdes. A Tabela 1 apresenta o planejamento experimental adotado, com

uma massa total padronizada de 4 gramas para cada emulsao.
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Tabela 1. Tabela comparativa dos testes iniciais utilizados para desenvolvimento das emulsdes.

OLEO/AGUA
LIGNOSSULFONATO | 30%/70% 50%/50%  70% /30%
0,50% J - --
1,00% J v -
3,00% v v J
5,00% v v, J
10,0% v v v

Legenda: As emulsdes foram preparadas com trés propor¢des 6leo/dgua (30/70, 50/50 e 70/30, em massa) e cinco
concentragdes de lignossulfonato (0,5%, 1%, 3%, 5% e 10%). As células marcadas com “v” indicam os testes
realizados; as células em branco indicam condi¢es nao testadas. A massa total de cada emulsdo foi de 4 g.

As fases oleosas (6leo de ricino) e aquosa (4dgua purificada) foram pesadas de acordo
com as propor¢des desejadas: 30%/70% (F-30), 50%/50% (F-50) e 70%/30% (F-70), sempre
totalizando 4 gramas. O lignossulfonato purificado foi entdo solubilizado em &agua ultra
purificada, e adicionado as misturas nas diferentes concentracdes mencionadas.

Cada formulagao foi submetida a ultrassonica¢cdo com sonda por 60 segundos, um tinico
ciclo, a uma frequéncia de 40%, utilizando-se um banho de gelo para controlar o aumento de
temperatura durante o processo.

Apbs a preparagdo, a estabilidade das emulsdes foi monitorada ao longo do tempo por
meio de analises macroscopicas e microscopicas, com registro fotografico em intervalos
determinados (Figura 8.a). Com base nesses resultados, foi selecionada a proporcao de 6leo de
ricino que apresentou melhor desempenho — F50%. Em seguida, essa formulagdo foi novamente
preparada com diferentes concentragdes de lignossulfonato, com o objetivo de identificar a
concentragdo mais eficaz para promover a estabilidade da emulsado (Figura 8.b).

Apds a selecdo da formulacdo mais estavel, foram conduzidos novos testes
incorporando o praziquantel (PZQ). Para isso, adicionou-se 70 mg de PZQ por grama de 6leo
de ricino presente na formulacdo (por exemplo, para 1 g de 6leo, foram utilizados 0,070 g de
PZQ). O PZQ foi incorporado diretamente ao 6leo previamente pesado, sendo a mistura
submetida a agitacdo magnética (aproximadamente 250 rpm) até completa solubilizacdo do

farmaco. Em seguida, a emulsao foi preparada conforme o protocolo previamente estabelecido.
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Figura 8. Esquema ilustrando o preparo e analise macroscopica e microscopica das emulsdes.
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Legenda: Desenvolvimento das emulsdes utilizando LSCaP. a: testes iniciais utilizando diferentes fragdes de 6leo
de ricino; b: metodologia utilizada para emulsdes utilizando 50% de 6leo de ricino.

4.3.2 Desenvolvimento da emulsdo utilizando lignossulfonato ultrassonificado

A partir das observagdes macroscopicas e microscopicas realizadas em diferentes
intervalos de tempo (com registros fotograficos documentados), verificou-se que a amostra F-
50, contendo 5% de lignossulfonato, apresentou melhor desempenho na emulsificagdo do 6leo
de ricino. Essa formulacdo foi capaz de incorporar uma maior quantidade de fase oleosa sem
apresentar separagdo de fases a curto prazo.

Com base nesse resultado, foi proposta uma modificagdo no processo: o lignossulfonato
foi previamente submetido a ultrassonicacdo por 30 segundos, com o objetivo de avaliar se essa

etapa adicional influenciaria as caracteristicas fisicas e a estabilidade das emulsdes.
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As novas formulacdes foram preparadas mantendo-se a propor¢do da amostra F-50
(50% o6leo de ricino / 50% &gua, m/m), utilizando ultrassom de ponta por 60 segundos,
conforme descrito anteriormente. Para as emulsdes contendo praziquantel (PZQ), foram
adicionados 70 mg de PZQ por grama de o6leo de ricino (exemplo: para 1 g de dleo, foram
utilizados 0,070 g de PZQ). Apds a pesagem do 6leo, o PZQ foi incorporado e a mistura foi
submetida a agitagdo magnética (aproximadamente 250 rpm) até completa solubilizacdo do
farmaco.

As emulsodes obtidas foram monitoradas quanto a estabilidade ao longo do tempo, por

meio de avaliacdo visual e registros fotograficos em tempos previamente definidos (Figura 9).

Figura 9. Esquema ilustrando o preparo das emulsdes utilizando lignossulfonato ultrassonificado.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.3 Analise por Microscopica Confocal com Fluorescéncia das Emulsoes

As imagens de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) das emulsdes foram
obtidas usando um microscopio confocal a laser Nikon® (modelo A1R MP+) com coloracao
de particulas por Rodamina (10 ppm) e a fase aquosa por Fluoresceina (5 ppm) em ampliagdes
de 200x, 600x e 1800x 1 hora apds a producdo (Amaral, Freitas, & Wypych, 2020). De acordo
com testes preliminares, a adi¢cdo de fluoréforos ndo alterou o comportamento e a estabilidade

das emulsoes.
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4.3.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho — FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos a partir do lignossulfonato, do praziquantel, de
misturas contendo lignossulfonato, 6leo de ricino e praziquantel e das emulsdes formadas. Os
registros foram efetuados em cristal ATR (reflexdao total atenuada) em um FTIR Thermo
Scientific SMART OMNI-SAMPLER Nicolet iS10. A técnica citada ¢ utilizada na identificacao

de grupamentos quimicos caracteristicos que absorvem na regiao de 400 a 4000 cm-1.
4.3.5 Analise térmica do lignossulfonato e das emulsoes

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi empregada para avaliar a
compatibilidade e a dispersibilidade do praziquantel (PZQ) dentro dos excipientes, analisando
os componentes individuais, misturas fisicas ¢ a formula¢do final da emulsdo. As misturas
fisicas foram preparadas em proporcdes equimassivas. A analise DSC foi conduzida usando um
DSC-60 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japao) com aproximadamente 5 mg de amostra colocada em
panelas de aluminio. As medigdes foram realizadas sob uma atmosfera de nitrogénio (vazao:
50 mL/min) a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, cobrindo uma faixa de temperatura de
25 a 200 °C. A aquisicdo e integracdo de dados foram realizadas usando o software TA
(Shimadzu, Kyoto, Japao), e as curvas térmicas foram plotadas com OriginPro (OriginLab
Corp., Northampton, MA, EUA).

A anélise termogravimétrica (TGA) foi conduzida para avaliar a estabilidade térmica e
o perfil de degradacdo do PZQ, seus excipientes, misturas fisicas e a formulagdo final das
emulsoes. A andlise foi realizada usando um DTG-60H (Shimadzu, Kyoto, Japao) com
aproximadamente 5 mg de amostra colocada em panelas de platina. As medigdes foram
conduzidas sob uma atmosfera de nitrogénio (vazao: 50 mL/min) com uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min, cobrindo uma faixa de temperatura de 25-500 °C. O processamento de dados foi
realizado usando o software TA (Shimadzu, Kyoto, Japao), e as curvas térmicas foram plotadas

no OriginPro (OriginLab Corp., Northampton, MA, EUA).

4.3.6 Determinagdo de quantificagdo do farmaco e ensaio de liberagdo

O PZQ foi quantificado seguindo um método bioanalitico usando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa com detec¢do ultravioleta (Mengarda & lles et al.,
2025). As amostras foram analisadas por Shimadzu HPLC (Kyoto, Japao), modelo LC 20-AD,
equipado com detector de arranjo de diodos (SPD-20A), bomba (LC-20AT), desgaseificador
(DGU-20A3), injetor manual (modelo CBM-20A). A linearidade (y = 131505x + 327761; > =

0,996) foi determinada na faixa de 0,3 —200 mg L™!, onde y é a 4rea do pico e x é a concentragio
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do farmaco em pg mL™'. O comprimento de onda usado para detecgdo foi 210 nm. A fase
estacionaria foi uma coluna de fase reversa Symmetry C18 (250 x 4,5 mm x 5 um). As fases
moveis consistiram em 55% de dgua e 45% de acetonitrila operando a uma vazao de 0,7 mL
min™!. O método apresentou um tempo de retengdio adequado para identificacio do farmaco
(7.40 min) com um limite de detec¢do (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) de 0,07 ¢ 0,21
mg L', respectivamente. A andlise dos dados brutos e as integragdes de pico foram realizadas
usando o software LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japao).

Para o estudo de liberacao in vitro, 0,342 mL da emulsdao LSCaP, da emulsao LSCaU
30 e PZQ solubilizado em 6leo de ricino (70 mg/ml) foram adicionados individualmente a uma
membrana de didlise, que foi imersa em 20 mL de solu¢do tamponada com fosfato (pH 1,5) —
vale destacar que a concentragdo de PZQ foi a mesma para as trés amostras avaliadas. O sistema
de dialise foi mantido sob agitacdo constante e temperatura controlada (37 °C). Apos o
estabelecimento dos sistemas, 1 ml de meio de dialise foi coletado em diferentes tempos (0, 5,
15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 min) e transferido para microtubos. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. E importante destacar que o volume do sistema foi mantido constante
pela substituicdo do volume removido por meio de didlise fresco (solugdo tamponada com
fosfato). Posteriormente, essas amostras foram filtradas (em um filtro de seringa de 45 um) e
posteriormente injetadas em um cromatédgrafo liquido (como citado anteriormente).

Em seguida, os modelos matematicos de primeira e zero ordem; modelo de Peppas-
Shalin; modelo de Kormeyer-Peppas; modelo de Higuchi e de Hixson-Crowell foram aplicados
a curva de liberagao afim de elucidar melhor a cinética de liberagao das emulsdes analisadas e

do farmaco livre.

4.4 Atividade biolégica
4.4.1 Cultura de células

A linhagem celular Caco-2, obtida do banco de células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, foi cultivada em frasco estéril contendo meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina. As cé€lulas foram manipuladas em
camara de fluxo laminar vertical estéril e mantidas em incubadora a 37 °C com atmosfera de

5% de CO.. Quando necessario, as células foram mantidas com auxilio de tripsina (tripsina-

EDTA 0,5%, diluida 10x em PBS).
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4.4.2 Ensaio de viabilidade celular - MTT

Para avaliagdo da viabilidade celular do lignossulfonato e das emulsdes, as células foram
semeadas em placas estéreis de 96 pogos na densidade de 5,0 x 10° células/pogo e incubadas a
37 °C e 5% de CO: por 24 h. Apos esse periodo, as amostras LSCaP, LSCaU, Emulsao LSCaP
PZQ e Emulsao LSCaU 30 PZQ foram diluidas em meio completo nas seguintes concentragoes:
10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,23 mg/ml, 0,6 mg/ml e 0,3 mg/ml; apos as diluigdes as células
foram tratadas com 150 ul. Células ndo tratadas foram usadas como controle de crescimento.
Ap6s a incubagdo, 24 horas, o tratamento foi retirado dos pocos lentamente €100 pL de solucao
de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada pogo, seguido por uma incubacao adicional por
2 horas. O sobrenadante foi entdo removido e 200 puL. de dimetilsulféxido (DMSO) foram
adicionados para solubilizar o formazano. A absorbancia foi medida usando um leitor de
microplacas a 570 nm.

Os valores de absorbancia obtidos nos testes com o lignossulfonato e as emulsdes foram
convertidos em uma porcentagem de viabilidade celular com base na absorbancia média do
controle negativo, usando o software GraphPad Prism® versdo 7.0. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism®
7.0, aplicando-se ANOVA bidirecional com teste post-hoc de Tukey, considerando-se

estatisticamente significativo p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacio fisica e quimica do lignossulfonato
5.1.1 Determinag¢do da massa molar do lignossulfonato bruto e purificado

A andlise por cromatografia de exclusiao por tamanho (SEC) revelou alteragdes
expressivas na distribui¢do de massa molar do lignossulfonato em func¢do do processo de
purificacdo. Conforme ilustrado na figura 10, o cromatograma do lignossulfonato bruto (figura
10.a) apresenta um Unico pico largo e assimétrico, com um valor de massa molar média aparente
(Mw) de 6,318 x 10* g/mol. Esse perfil cromatografico sugere uma amostra com alta
polidispersidade, refletindo a presenca de uma mistura complexa de polimeros com diferentes
graus de polimerizagdo e composi¢cdo quimica — caracteristica comum de lignossulfonatos

industriais ndo tratados (Fredheim et al., 2002).

Figura 10. Analise de distribuicdo de massa molar por SEC do lignossulfonato antes e apds purificacio.
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Legenda. Cromatogramas de SEC comparando o lignossulfonato bruto (LSCaB) e o purificado (LSCaP). A analise
mostra que o processo de purificacdo removeu as fragdes de alto peso molecular. O deslocamento do pico principal
para a direita confirma essa remocgao, resultando em uma massa molar média menor para a amostra purificada.
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Em contraste, o cromatograma do lignossulfonato purificado (b) exibe trés picos
distintos, com massas molares médias aparentes de 1,62 x 10° g/mol (pico 1), 1,04 x 10° g/mol
(pico 2) e 2,030 x 10° g/mol (pico 3). Essa modificagdo no perfil ¢ indicativa da separagdo e
fracionamento de diferentes populacdes moleculares durante o processo de purificagdo. A
emergéncia de um pico com Mw na ordem de 10¢ g/mol € particularmente notavel, sugerindo o
isolamento de fragdes altamente polimerizadas ou possivelmente agregadas, que estavam
mascaradas ou suprimidas no perfil do lignossulfonato bruto.

Essa reorganizacao do perfil de SEC evidencia que a purificagdo promoveu nio apenas
a remocado de contaminantes de baixa massa molar, como carboidratos, compostos fendlicos
livres e sais, mas também resultou em uma redistribui¢do do material lignossulfonado em
fragdes bem resolvidas de maior massa molar média. O aumento da Mw maxima observada
apos a purificagdo pode estar associado a eliminagdo de compostos interferentes que, no
material bruto, competiam por interagdo hidrodinamica durante a separagao e distorciam o
perfil do polimero (ZINOVYEYV et al., 2018).

Além disso, a presenga de multiplos picos na amostra purificada pode indicar o
fracionamento de subestruturas distintas de lignina sulfonada, que diferem em termos de grau
de polimerizacdo, grau de sulfonacdo e composi¢do funcional. Musl et al. (2021) discutem que
os lignossulfonatos sdo constituidos por dominios hidrofilicos e hidrofobicos heterogéneos, o
que pode influenciar seu comportamento em SEC e favorecer a separagdo de subpopulacdes
com base em tamanho e estrutura. Dessa forma, os trés picos observados apos a purificagdo
podem representar fragdes com diferentes graus de funcionalizagdo e conformacgdes em solucao.

Outro ponto relevante € que, apesar da maior resolug@o dos picos, os valores de Mw das
fragdes purificadas (particularmente o segundo e o terceiro picos, de 1,004 x 10° e 2,030 x 10°
g/mol) sdo superiores ao valor obtido para o material bruto (6,318 x 10* g/mol), sugerindo que
a purificagdo enriqueceu a amostra em fragdes de maior massa molar e removeu componentes
menores que contribuiam para o alargamento e a assimetria do pico original.

Portanto, os resultados obtidos demonstram que o processo de purificacdo adotado foi
eficaz em modular a composi¢do molecular do lignossulfonato, resultando em uma amostra
com fragdes mais definidas e potencialmente mais adequadas para aplicacdes que exigem maior
controle estrutural, como encapsulamento de farmacos, desenvolvimento de hidrogéis
funcionais ou complexagdo com metais. Além disso, a presenca de fragdes de alto peso
molecular pode contribuir para propriedades reoldgicas aprimoradas e maior capacidade de

formacgao de filmes, aspectos desejaveis em aplicagdes industriais e biomédicas.
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5.1.2 Andlise do efeito da ultrassonificagdo na dispersdo e tamanho de particulas de
lignossulfonato

Apds o processo de purificagdo (rendimento 19%), o lignossulfonato foi submetido ao
método de formagdo de particulas por ultrassonificagdo. Esta técnica, largamente documentada,
¢ eficaz na formacao e processamento de particulas e nanoparticulas poliméricas, permitindo a
degradacao de agregados e a reducao do tamanho das particulas, além de melhorar o indice de
polidispersividade (Wang et al., 2021; Tang et al., 2003). A elevada intensidade de energia
aplicada através do ultrassom induz a cavita¢do acustica, que gera pontos quentes de curta
duragdo com um aquecimento local intenso, alcancando temperaturas de aproximadamente
5000 °C, pressdes de cerca de 1000 atm e taxas de aquecimento e resfriamento superiores a 10'°
K/s (Suslick et al., 1999).

Conforme demonstrado na Tabela 2, ha uma relagdo direta entre o tempo de
ultrassonificagdo, o didmetro hidrodinamico e o indice de polidispersdao (PDI) das particulas de
lignossulfonato. Observa-se que, a medida que o tempo de ultrassonificagdo aumenta, o
tamanho das particulas diminui, assim como o PDI. O lignossulfonato purificado, antes do
tratamento por ultrassonificacio (tempo 0), apresentou um diametro hidrodinamico médio de
740,0 nm e um indice de polidispersao (PDI) de 0,6, indicando polidispersdo. Em comparagao
com os diferentes tempos de aplicacdo, notou-se uma reducao no tamanho das particulas e uma
melhoria no indice de polidispersdao. Por exemplo, apds apenas 30 segundos de
ultrassonificagdo, o tamanho das particulas reduziu para 192,1 nm, apresentando um PDI de
0,3; enquanto apos 300 segundos (5 minutos), o tamanho caiu para 175,7 nm e o PDI para 0,2.

Com o objetivo de verificar a significancia estatistica das variacdes no tamanho das
particulas ao longo do tempo, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA two-way), com
dados simulados a partir das médias e desvios-padrdo observados experimentalmente,
assumindo trés réplicas por ponto. A anélise foi aplicada separadamente aos dados de tamanho
baseados em intensidade e niimero, revelando diferengas estatisticamente significativas ao
longo dos tempos testados (p < 0,0001 para ambos os casos) (figura 11). Esses resultados
indicam que a ultrassonificagdo teve impacto significativo na dindmica de formagdo das
particulas de lignossulfonato. O teste estatistico foi conduzido por meio de um modelo linear
do tipo Valor ~ Tempo, seguido de ANOVA de um fator (modelo de efeitos fixos), utilizando o
software GraphPad Prism para inferéncia. A significancia estatistica refor¢a a influéncia direta

da energia ultrassonica no rearranjo estrutural das particulas ao longo do tempo.
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Tabela 2. Tabela comparativa dos resultados de caracterizagdo de didmetro hidrodinamico utilizando
as distribuicdes em Intensidade e niimero, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta () obtidos na
ultrassonificac¢@o do lignossulfonato

Tempo (s) Intensidade (nm) Numero (nm) PDI  Potencial  (mv)

0 740,0 £ 2 528,0+2 0,6 -153+2
30 192,1 +7 192,1 +7 0,3 -122+1
60 185,8+9 138,8 +9 0,2 -10,4+3
920 190,9 +2 117,9+2 0,2 -11,8+5
120 163,9+9 163,0+9 0,2 -150+5
150 161,9+5 161,9+5 0,3 -13,3+3
180 2319+9 153,0+9 0,3 -12,8+6
210 169,9+5 169,6 + 5 0,3 -11,0£5
240 195,3+5 191,3+5 0,3 -10,2+2
270 184,9+5 1849+ 5 0,2 -18,0+4
300 175,7+9 185,4+9 0,2 -16,8 +3

Legenda: Tamanho médio do diametro, PDI e potencial Zeta das particulas de lignossulfonato em func¢éo do tempo
de ultrassonificagdo. O diametro médio ¢ apresentado em duas métricas: por nimero e por intensidade. A variavel
tempo, expressa em segundos, refere-se a duracdo em que cada amostra foi submetida ao processo de
ultrassonificagdo.

Além disso, ¢ importante destacar que a redugdo do tamanho das particulas nao foi
constante ao longo dos periodos avaliados; por exemplo, aos 180 segundos, o tamanho das
particulas atingiu 231,9 nm. Esse comportamento oscilatério pode estar relacionado ao
equilibrio entre forgas de cisalhamento e efeitos coagulativos induzidos pela cavitagdo. Apesar
dessas oscilagdes pontuais, observou-se uma tendéncia geral de estabilizagdo no indice de
polidispersdo, indicando um sistema progressivamente mais homogéneo.

Os lignossulfonatos sdo descritos como polieletrolitos poliaromaticos de cadeia
ramificada de maneira aleatoria (Tang et al., 2023), que apresentam solubilidade em agua e
comportamento semelhante ao de um surfactante. Essa hidrofilicidade € atribuida a presenca de
grupos anionicos sulfonato, bem como de grupos carboxilato anionicos e grupos hidroxila
fenolicos (Abdelrahman et al., 2024). Como ocorre em qualquer sistema que busca minimizar
a energia potencial total, os lignossulfonatos podem se agregar em solucdes aquosas. De acordo
com a literatura (Lugovitskaya et al., 2024; Naude, 2023), essa agregacao resulta de interagdes
hidrofobicas, nas quais as fragdes hidrofobicas (interacdes m—n de anéis aromaticos) se orientam
em dire¢do ao nucleo do agregado, enquanto as fragdes hidrofilicas (interagcdes de hidrogénio
devido a presenca de grande nimero de grupos OH) se concentram na superficie (Xu et al.,
2023; Luo et al., 2012). Adicionalmente, o aumento da concentragdo de lignossulfonatos ou de

outros eletrdlitos na amostra eleva a forca i6nica, induzindo, assim, o fenomeno de blindagem
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eletrostatica ou coulombiana dos grupos anidnicos ou resultando em um menor grau de
dissociacdo. Isso pode facilitar interagdes hidrofébicas, levando a agregagao (Ruwoldt, 2020;
Schug et al., 2005), o que foi observado nos resultados deste estudo.

Figura 11. Analise estatistica do tamanho das particulas em fun¢do do tempo.
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Legenda. Analise do didmetro das particulas em fung¢@o do tempo de ultrassonificagdo. A ultrassonificagéo
resultou em uma reduc¢@o significativa no tamanho das particulas durante os primeiros 30 minutos, uma tendéncia
observada tanto na analise por intensidade quanto por niimero. Apds 30 minutos, o didmetro das particulas se
estabiliza, sem mostrar diferengas estatisticamente significativas entre os dois métodos de calculo. Os resultados
da ANOVA de um fator e do teste de comparagdes multiplas de Sidak confirmaram que, embora haja uma tendéncia
de reducdo inicial, as diferengas entre os tempos ndo sdo estatisticamente significativas apos os 30 minutos.

Como mencionado anteriormente, a ultrassonificacdo de alta intensidade gera cavita¢ao
acustica, criando temporariamente "pontos quentes". Durante esse processo, pode ocorrer a
formagdo de radicais livres, mediando reacdes e reagrupamentos intramoleculares na amostra
(El'Piner, 1964). Além disso, a cavitagdo provoca um rapido movimento de moléculas ao redor
da bolha cavitéria, bem como ondas de choque durante o colapso da bolha, resultando em forcas
de cisalhamento. As rarefacdes e compressdes no meio liquido podem induzir fendmenos
dispersivos (separagdo de particulas) ou coagulativos (colisio e adesdo de particulas),
respectivamente (Subashini, 2013; Tang et al., 2003; Carlin, 1960). Estudos realizados por
Gilca e colaboradores (2015) demonstraram uma redu¢do no tamanho das nanoparticulas de
lignina submetidas a ultrassonificagdo. Segundo os autores, essa reducao pode estar relacionada
a desagregacdo das moléculas de lignina, ou associada a diminuic¢do do coeficiente de absor¢ao
e ao aumento do relaxamento das cadeias poliméricas mais curtas, causado pela amplitude

ultrassOnica aplicada a amostra.
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Além das andlises do didmetro hidrodindmico médio das nanoparticulas, foram
realizadas medi¢des do potencial Zeta nos diferentes tempos de ultrassonificagdo. Essa, ¢ uma
medida que reflete o potencial de superficie das particulas, influenciado pelas mudancas na
interface com o meio dispersante, em fungao da dissocia¢ao de grupos funcionais na superficie
das particulas ou da adsorcdo de espécies i0nicas presentes no meio aquoso da dispersdo
(Pimentel, 2010; Mosqueiro et al., 2000; Magenhein; Benita, 1991).

No presente estudo, os valores de potencial Zeta obtidos permaneceram em uma faixa
negativa, variando entre -15,00 mV e -12,00 mV (tabela 1), para todas as nanoparticulas
analisadas. Resultados semelhantes foram reportados por Lugovitskaya et al. (2020), que
observaram potenciais Zeta comparaveis aos encontrados neste estudo. Segundo os autores, 0s
valores do potencial Zeta de nanoparticulas/particulas de lignossulfonato dependem
diretamente da massa molar e da concentracdo de lignossulfonato na amostra. Além disso ¢
importante ressaltar que que o potencial Zeta também ¢ influenciado diretamente pelos grupos
carboxilatos e sulfonatos presentes na molécula de lignossulfonato.

Megiatto Jr. et al. (2016) investigaram a influéncia do lignossulfonato de sédio como
agente estabilizante em suspensdes aquosas € demonstraram, também, que o aumento na
concentragdo de lignossulfonato levou a um incremento na carga das particulas. Conforme
descrito pelos autores, os valores negativos observados no presente estudo podem ser atribuidos
a presenca de grupos funcionais sulfonicos e carboxilicos nas moléculas de lignossulfonato.
Ressalta-se, ainda, que o processo de ultrassonificacio do lignosulfonato ndo ocasionou

mudancas no potencial Zeta da amostra.

5.1.3 Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) e Microscopia de For¢a Atomica
(AFM)

Para compreender melhor a influéncia da ultrassonificagdo no processo de formagao de
nanoparticulas, foram realizadas andlises de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e de
microscopia de forga atdmica (AFM). E importante destacar que nem todos os tempos de
ultrassonificagdo foram analisados, uma vez que as medidas de tamanho hidrodindmico médio
ndo indicaram variagdes significativas entre as nanoparticulas formadas.

A figura 12 apresenta os resultados de NTA para o lignossulfonato purificado (LSCaP),
bem como para as amostras 30S (LSCaU 30) e 300S (LSCaU 300). Observa-se que a
ultrassonificagdo reduziu o didmetro hidrodindmico das particulas, aumentando a concentragao
de nanoparticulas por mililitro. Para a amostra LSCaP, o tamanho médio registrado foi de 191

nm, com uma concentragdo média de 1,91 x 10° particulas/mL (figura 12.a, d). Em comparacgao,
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as amostras LSCaU 30 (figura 12.b, d) e LSCaU 300 (figura 10.c, d) apresentaram redugdes no
diametro hidrodindmico médio das particulas — 179,0 nm e 128,1 nm, respectivamente — e
um aumento na concentra¢io de nanoparticulas, com 2,74 x 10° particulas mL! para 30S e 3,29
x 10° particulas mL™! para LSCaU 300. Adicionalmente, a analise de NTA revelou uma redugio

nos valores dos percentis D10, D50 e D90, que correspondem ao didmetro maximo observado

para 10%, 50% e 90% das particulas (figura 12.d).

Figura 12. Estudo de rastreamento de particulas do lignosulfonato livre e ultrassonificado.
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Legenda. Analise por NTA das particulas de lignossulfonato (LSCaP, LSCaU 30 ¢ LSCaU 300). As figuras (a),
(b) e (c) apresentam os graficos de NTA para as amostras LSCaP, LSCaU 30 e LSCaU 300, respectivamente. A
figura (d) é uma tabela que resume as principais informagdes das analises. Todas as amostras foram diluidas 100
vezes em agua purificada para a realizagdo dos testes.

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) € uma técnica que possibilita a
visualizagdo e caracterizacao de particulas em suspensao, correlacionando a taxa de movimento
browniano com o tamanho das particulas (Brar et al., 2011). Essa abordagem permite obter
perfis de distribui¢do de tamanho para particulas com diametros entre 10 e 100 nm.
Diferentemente de técnicas como o espalhamento dindmico de luz (DLS), o NTA depende
exclusivamente da viscosidade e da temperatura do meio liquido, sem ser influenciado pela

densidade ou indice de refracdo das particulas analisadas (Jeyaraj et al., 2019).
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Uma das principais vantagens do NTA em relagdo ao DLS ¢ sua capacidade de analisar
particulas individualmente, proporcionando maior resolu¢do em amostras multimodais. Além
disso, o NTA permite a observagao visual direta de fendmenos como agregacao de particulas,
0 que enriquece a caracterizagdo dos sistemas estudados (Saveyn et al., 2010; Le et al., 2008).
Os resultados obtidos por NTA, apresentados em termos numéricos, corroboram os dados de
tamanho hidrodinamico médio obtidos por DLS, conforme apresentado na Tabela 2.

O lignossulfonato purificado (LSCaP) e a particula LSCaU 30 foram analisados por
microscopia de for¢ca atomica (AFM) para caracterizagdo morfoldgica dos agregados de
lignossulfonato presentes em LSCaP e das particulas em LSCaU 30. As imagens obtidas por
AFM (Figura 13.a-b) revelaram a presenca de particulas polidispersas no lignossulfonato livre,
resultado que esta em concordancia com os dados de tamanho hidrodinamico médio

previamente obtidos.

Figura 13. Estudo das caracteristicas morfologicas das nanoparticulas por microscopia de forga
atémica.
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Legenda. Imagens de microscopia de forca atomica (AFM) para as amostras de lignossulfonato LSCaP e LSCaU
30. A morfologia da amostra LSCaP ¢ ilustrada pelas imagens em (a) 2D (amplitude) e (b) 3D. Ja as imagens (c)
2D (amplitude) e (d) 3D exibem a morfologia da amostra LSCaU 30, permitindo a comparagdo entre as duas
amostras.

Assim como outros sistemas que buscam minimizar a energia potencial total, o
lignossulfonato pode formar agregados em solugdo aquosa. Conforme discutido anteriormente,
essas agregacgoes sao atribuidas principalmente a interagdes hidrofobicas (Rezanowich et al.,
1964). Estudos recentes utilizando espectroscopia de fluorescéncia sugerem que o

lignossulfonato de sodio tende a formar empilhamentos n-7t, caracteristicos de agregados J —
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um tipo especifico de arranjo molecular em que ocorre interagdo entre moléculas adjacentes.
Nos agregados J, ¢ comum observar uma diminuicdo na fluorescéncia em comparacdao ao
comportamento das moléculas isoladas (Deng et al., 2012). Além disso, a formagao de ligagdes
de hidrogénio tem sido apontada como um mecanismo adicional de interacdo atrativa entre as
moléculas de lignossulfonato (Li et al., 2014; Vanio et al., 2008).

Estudos também demonstraram que a morfologia dos agregados/particulas de
lignossulfonato pode exibir diferentes geometrias, influenciadas diretamente pelo método de
preparo, como temperatura, pH, tempo de equilibrio e concentragdo. Rezanowich e
colaboradores (1964) observaram que o lignossulfonato forma agregados esféricos e compactos
em solucdo aquosa.

Luo e colaboradores (2012) estudaram filmes multicamadas de lignossulfonato e
obtiveram um perfil topografico de AFM irregular e rugoso, corroborando com os resultados
apresentados na figura 13.a-b. Segundo os autores, particulas de lignossulfonato tendem a se
agregar facilmente devido a forcas eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio, sugerindo que
polieletrolitos com cargas opostas, dispersos em dgua, formam agregados com facilidade.

A amostra LSCaU 30 foi também analisada por microscopia de forca atdmica (AFM), e
os resultados estdo apresentados na Figura 13.c-d. Observa-se que, de forma semelhante as
amostras de lignossulfonato livre, as analises do lignossulfonato submetido ao processo de
ultrassonificagdo indicaram particulas com morfologia quase esférica. Contudo, nas analises
por MFA, esta amostra apresentou-se como uma particula com uma menor dispersdo, com
tamanhos menores e em maior quantidade, o que corrobora com os resultados obtidos nas
analises de espalhamento dindmico de luz (DLS) e rastreamento de nanoparticulas (NTA).
Moradi e colaboradores (2020), observaram um comportamento parecido ao do presente estudo,
indicando que o lignosulfonato nanoparticulado apresenta-se com menor grau de dispersao.

Esse padrao observado com o uso da ultrassonificagdo pode estar associado a
despolimerizagdo das moléculas de lignossulfonato, ou ainda a reducdo do coeficiente de
absorc¢do e ao aumento do relaxamento das cadeias poliméricas mais curtas, promovido pela

amplitude ultrassonica aplicada a amostra, conforme discutido anteriormente.

5.1.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) e Ressondancia Magnética Nuclear
(RMN)

Apo6s o processo de purificacdo, o lignossulfonato bruto (LSCaB), o lignossulfonato
purificado (LSCaP) e o lignossulfonato ultrassonificado (LSCaU 30) foram submetidos a
analises por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (figura 14)

e por ressonancia magnética nuclear (RMN) (figura 15).
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Figura 14. Estudo dos espectros de infravermelho do lignossulfonato.
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Legenda. Espectros de infravermelho das amostras de lignossulfonato. Os espectros representam o lignossulfonato
ultrassonificado por 30 segundos (LSCaU 30, linha azul), o lignossulfonato purificado (LSCaP, linha marrom) e o
lignossulfonato bruto (LSCaB, linha roxa).

Os resultados de FTIR, obtidos tanto para o lignossulfonato bruto quanto para o
purificado e para o lignossulfonato ultrassonificado, revelaram uma banda na regido de 1028
cm!, atribuida ao estiramento de CO (Shen et al., 2008) (destaque em rosa), caracteristico de
alcoois primarios encontrados em polissacarideos naturais. Além disso, LSCaB, LSCaP e
LSCaU 30 apresentaram bandas em 1206 cm™, correspondentes ao estiramento simétrico e
assimétrico de grupos -SO- (Katahira et al., 2018; Ludwig et al., 1971) (destaque em verde).
Também sdo visiveis bandas nas regides de 1400 cm™ e 1583 cm™!, associadas ao alongamento
da ligagao C=C, provenientes das vibragdes da estrutura do anel aromatico principal (destaque
em verde e laranja, respectivamente) e bandas na regido de 3233 cm™! referentes a grupos OH
(destaque em azul) (Du et al., 2023; Pei et al., 2020; Ouyang et al., 2006).

Esses resultados estdo em concordancia com os estudos realizados por Wibowo et al.

(2023), Komisarz et al. (2022) e Shen et al. (2008), que também observaram essas bandas ao
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analisar o lignossulfonato por FTIR em seus experimentos. Ademais, ¢ importante ressaltar que
o processo de purificacdo e ultrassonificacdo ndo alteraram estruturalmente as moléculas de
lignossulfonato, em fun¢ao da presenga das mesmas bandas em todas as amostras. Por fim, as
bandas em 600-650 cm’' (amarelo) sugerem vibragdes de deformacgdo axial de C-S,
caracteristicas de grupo sulfonato, ¢ deformac¢ao angular fora do plano de C-H (Zarei et al.,
2022; Nufies-Flores et al., 2012). Moradi et al. (2020) também relataram as mesmas bandas
caracteristicas em seus estudos. Os autores observaram que o processo de formagdo de
nanoparticulas ou, no contexto deste estudo, a desagregacao do lignossulfonato nao alterou os
espectros de FTIR.

Além dos espectros de infravermelho, LSCaB, LSCaP e LSCaU 30 também foram
analisados por RMSN de HSQC com o objetivo de identificar o tipo de lignina presente nas
amostras. Vale ressaltar que lignossulfonatos podem ser do tipo guaiacila ou siringila-guaiacila
(Widsten et al., 2020). A figura 15 apresenta uma visao geral do espectro de HSQC das amostras
analisadas. Nela, destacam-se as seguintes regioes: 114,5-115,5/6,62-7,12; 92,5-97,1/4,58-5,27
e 56,1-76,5/3,24-4,50 ppm, que correspondem, respectivamente, as correlagdes (C-H) do: (1)
anel aromadtico, (2) carbono/hidrogénio anomérico dos carboidratos e (3) cadeia alquilica,
grupos metoxil e anel dos carboidratos (Dizhbite et al., 2004).

No que tange a regido dos carbonos anoméricos dos carboidratos, os espectros de HSQC
revelam que a fragdo LSCaP e LSCaU 30 (figura 15.b-c) apresenta um nimero maior de
correlacdes nesta drea em comparacao com a LSCaB, indicando que a fracdo LSCaP e LSCaU
30 (figura 15.b-c) possui um teor mais elevado de carboidratos em relagdo a LSCaB. Ademais,
considerando que a maior parte dessas correlagdes se concentra entre 92,6-94,1/4,89-4,27 ppm,
pode-se inferir que a maior parte dos carboidratos esta na forma de oligossacarideos. A presenca
de carboidratos, especialmente hemiceluloses como xilanas, ¢ comum em amostras de
lignossulfonato. Estudos anteriores relataram a presenga de até 55% de hemiceluloses em
lignossulfonatos comerciais (MUSL et al., 2021).

Na regido com deslocamento quimico associado ao anel aromatico dos espectros de
HSQC (figura 14.d), as correlacdes entre 114,5-155,5/6,72-7,12 observadas apenas nas fragdes
LSCaP e LSCaU 30 foram atribuidas ao C-2/H-2 e C-5/H-5 das unidades guaiacila. Para essas
amostras, as correlagdes em 123,3/6,93 e 123,8/6,89 ppm correspondem ao C-6/H-6 da mesma
unidade. Dessa forma, conclui-se que o lignossulfonato presente nas amostras LSCaB, LSCaP
e LSCaU 30 ¢ do tipo guaiacila (Assumpgao et al., 2022).

Além disso, ¢ relevante destacar que a amostra LSCaB (Figura 15.a) ndo apresenta

espectros na regido de anéis aromaticos, o que indica que o material bruto contém uma mistura
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de impurezas e que a quantidade de lignossulfonato na amostra bruta ¢ baixa em comparacao
com as impurezas. Observa-se que a Figura 15.a apresenta espectros apenas nas regides
correspondentes ao carbono/hidrogénio anomérico dos carboidratos e a cadeia alquilica, além
de grupos metoxila e do anel de carboidratos — presentes em polissacarideos naturais.

Assim, a analise de RMN confirma a natureza do lignossulfonato (guaiacila) presente
nas amostras. Em conformidade com esses resultados, a andlise de RMN sugere que as amostras
de lignossulfonato contém ligninas do tipo guaiacila. Portanto, o lignossulfonato dessa amostra
provém de biomassa de folhosas (hardwood), de acordo com sua composi¢ao ligninica, como

também foi observado por Ayuso-Fernandez e colaboradores (2019).

Figura 15. Ressonancia Magnética Nuclear dos lignossulfonatos analisados.
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Legenda. Espectros de RMN-HSQC para as amostras de lignossulfonato LSCaB, LSCaP e LSCaU 30. As figuras
(a), (b) e (c) apresentam os espectros de HSQC das amostras bruta, purificada e ultrassonificada, respectivamente.
A figura (d) mostra um destaque das regides de anéis aromaticos, onde os destaques em roxo, verde e azul
representam, respectivamente, as regides de carbonos, carboidratos e anéis aromaticos.

5.1.5 Tensdo superficial e interfacial do lignosulfonato purificado e ultrassonificado

A tensao superficial ¢ uma propriedade fisica que surge na interface entre duas fases,
como o liquido e o ar, resultante das forcas de coesdo entre moléculas que, na superficie, ¢ riam

uma espécie de membrana elastica, minimizando a area de contato (Toshev et al., 2006). Esse
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fenomeno ¢ fortemente influenciado pela presenga de solutos, especialmente surfactantes, que
se adsorvem na interface e reduzem sua energia, diminuindo a tensdo superficial e estabilizando
o0 sistema.

Ao observar a figura 16, referente a tensdo superficial, nota-se um comportamento
caracteristico de surfactantes moleculares, tanto para LSCaP quanto para LSCaU 30. Através
da Isoterma de Gibbs, percebe-se que ndo ocorre a formagao de um platd, ou seja, ndo ha um
ponto de saturacao das amostras na faixa de concentracao testada — de 0,001 a 50 mg/mL. Em
surfactantes moleculares tradicionais, a Isoterma de Gibbs permite identificar a concentragao
micelar critica (CMC), que ¢ o ponto em que a interface esta saturada com moléculas de
surfactante, a area ocupada pelos mesmos na interface ¢ minima, e o excesso de surfactantes na
solucao, em equilibrio com a interface, comegam a formar micelas no meio liquido, otimizando

a redugdo da tensdo superficial (Mukherjee et al., 2013).

Figura 16. Isoterma de Gibbs representado pela Tensdo superficial de LSCaP e LSCau 30 em fungdo
da concentragdo em 50 mg/ml.
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Legenda. Analise das isotermas de Gibbs para lignossulfonato de calcio (LSCaP) e lignossulfonato
ultrassonificado (LSCaU 30) a 20 °C. O grafico ilustra a tensdo superficial na interface dgua/ar para ambas as
amostras, permitindo a comparacao de suas propriedades de adsor¢ao na superficie em uma temperatura controlada
de 20 °C.

Em sistemas compostos por macromoléculas, como os lignossulfonatos, o ponto de
agregacao ¢ denominado concentracao de agregacao critica (CAC) (Ge et al., 2014). No caso
do LSCaP, sugere-se que suas estruturas anfifilicas, de tamanhos variados, estio em

reorganizacao na interface, o que explica a auséncia de um platd bem definido — caracteristico
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de uma alteragdo na tensdo superficial. Adicionalmente, a elevada polidispersio do
lignosulfonato pode explicar a auséncia de uma CAC bem definida. Segundo a literatura,
acredita-se que os lignossulfonatos apresentam, de modo geral, menor atividade de superficie
na interface liquido-gas em comparagao aos surfactantes classicos. A CAC dos lignossulfonatos
pode, ainda, variar conforme a concentracdo, influenciada por fatores como a pureza da
amostra, massa molar, grau de sulfonacdo e temperatura (Ruwoldt, 2020), e os resultados
evidenciam uma redugio pronunciada da tenso superficial, de até 35 mN m™.

Qiu e colaboradores (2010) demonstraram, por meio de absorbancia UV, que em
concentragdes abaixo de 0,380 mg mL, as moléculas de lignossulfonato permanecem
individualizadas em solucdo, sem formagdo de agregados. Os autores também relataram que,
ao aumentar a concentracdo de lignossulfonatos, dois eventos ocorrem na andlise da tensdo
superficial: inicialmente, ha a agregacdo de moléculas livres de lignossulfonato coexistindo na
mesma solugdo; e em concentragdes superiores a 0,870 mg mL™!, esses agregados aumentam
de tamanho até atingir a concentracdo de agregacao critica, promovendo, assim, uma alteragao
na tensao superficial.

Ao contrario da tensdo superficial, a tensdo interfacial ¢ uma propriedade fisica que
ocorre entre duas fases imisciveis, como 6leo e agua. Semelhante a tensdo superficial, a tensao
interfacial ¢ causada pelas forcas de coesdo e adesdo entre as moléculas das duas substancias
(Berry et al., 2015). No caso de substincias imisciveis, como 0leo e dgua, as moléculas de cada
substancia preferem interagir entre si (coesdo) a interagir com as da outra substincia (adesao),
criando uma "barreira" entre as fases e resultando em tensdo na interface.

Os dados de tensao interfacial, apresentados na figura 17, mostram, assim como a tensao
superficial (figura 16), um efeito surfactante para o LSCaP e o LSCaU 30, sem a formagao de
um platd bem definido. Isso sugere que, nas concentracdes testadas (50—0,001 mg/ml), ndo foi
possivel observar a concentragao de agregagao critica do lignossulfonato livre e particulado em
6leo de ricino.

Askvik e colaboradores (2001) realizaram estudos de lignossulfonatos como
estabilizantes de emulsdes, demonstrando que € possivel que exista um fracionamento do
lignossulfonato, ja que esse ndo se apresenta como uma molécula homogénea, e uma gama de
complexos particionados de lignossulfonato esteja presente da interface se reorganizando,
interagindo entre si (coesdo) e com interface da fase orgénica (6leo) (adesao).

Além disso, Ruwoldt e colaboradores (2020) obtiveram resultados semelhantes aos do

presente estudo, relatando que lignossulfonatos de menor massa molar sdo mais eficazes na
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estabilizacdo de emulsdes e na redugdo da tensdo interfacial, embora ainda ndo haja uma

explicagdo clara sobre o mecanismo desse efeito.

Figura 17. Isoterma de Gibbs representado pela Tensao interfacial de LSCaP e LSCau 30 em funcao
da concentragdo em 50 mg/ml.
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Legenda. Andlise das isotermas de Gibbs para lignossulfonato de calcio (LSCaP) e lignossulfonato
ultrassonificado (LSCaU 30) a 20 °C. A figura ilustra a redug@o da tensdo interfacial na interface dgua/6leo de
ricino, comparando o desempenho das duas amostras. A analise foi realizada em uma temperatura controlada de
20 °C.

5.1.6 Determinacéo do Angulo de contato trifisico

O angulo de contato trifasico ¢ uma medida essencial na ciéncia de superficies e
interfaces, utilizada para descrever a interagao entre um so6lido, um liquido e um gés na linha
de encontro dessas trés fases (Butt et al., 2022). Esse adngulo ¢ definido pela tangente na
superficie do so6lido até o ponto de contato com o liquido e o ar, sendo um indicador da
molhabilidade do sélido pelo liquido (Eral et al., 2013).

Ao fornecer informacdes sobre a energia de superficie e a interagdo entre as fases, o
angulo de contato permite inferir o comportamento de molhabilidade: valores inferiores a 90°
indicam alta molhabilidade, onde o liquido se espalha pela superficie solida, caracteristica de
superficies hidrofilicas; ja valores superiores a 90° indicam baixa molhabilidade, onde o liquido

tende a formar gotas sobre o s6lido, como ocorre em superficies hidrofobicas (Xu et al., 2022;
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Binks et al., 2013). Esses valores sdo determinados pela equacdo de Young, que descreve o
equilibrio das forgas de tensdo superficial nas trés fases, determinando, assim, o angulo de
contato que o liquido forma com o sélido em uma interface especifica (Butt et al., 2022; Sergi
etal., 2012).

Assim, as amostras LSCaP e LSCaU 30 foram submetidas a andlises de angulo de
contato, cujos resultados estdo apresentados na figura 18. A figura 18.a ilustra 0 momento
inicial, imediatamente apds a deposicao da gota de agua sobre as pastilhas de lignossulfonato.
Apo6s 2 minutos, observa-se a adsor¢do da gota pela pastilha, configuracdo que se mantém ao
longo dos 5 minutos de anélise (Figura 18.b). A média dos angulos de contato para LSCaP e
LSCaU 30, mostrados nas figuras 18.c e 18.d, sdo de 34,87° + 3,3 e 44,4° + 3,6,

respectivamente, ambos inferiores a 90°, indicando alto indice de hidrofilicidade das amostras.

Figura 18. Angulo de contato de LSCaP e LSCau 30.
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Legenda. Imagens de angulo de contato para as amostras de lignossulfonato LSCaP e LSCaU 30. As figuras (a) e
(b) ilustram, respectivamente, o inicio da deposigdo da gota de 4gua e a conformag@o final da gota apos 2 minutos
de estabilizagdo. As imagens (c) e (d) mostram as medi¢gdes do angulo de contato obtidas para as amostras LSCaP
e LSCaU 30, respectivamente.

Os lignossulfonatos sdao polimeros anionicos altamente ramificados, produzidos durante
o processo de polpacao de madeira com sulfito (Ruwoldt, 2020). Ao contrario de outras técnicas
de extracdo de lignina, eles geralmente apresentam boa solubilidade em agua, devido a
abundancia de grupos sulfonados. Além disso, possuem propriedades anfifilicas, pois contém

grupos anidnicos e fragdes hidrofobicas, como anéis aromaticos e cadeias alifaticas (Wurzer et
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al., 2022). De um ponto de vista molecular, a macromolécula de lignossulfonato tende a
alcangar um estado de energia mais estavel ao expor suas fragdes hidrofilicas para a agua,
enquanto afasta as partes hidrofobicas (Jost Ruwoldt, 2022), o que pode estar relacionado ao
angulo de contato observado para a amostra LSCaP (Figura 18.c).

Como observado na figura 18.d houve um aumento no angulo de contato quando o
lignossulfonato foi submetido ao processo de ultrassonifica¢do, sugerindo que o aumento do
numero de particulas, como demonstrado no resultado de NTA, pode tornar o lignossulfonato
mais hidrofobico. Zhang e colaboradores (2019) relataram um aumento na hidrofobicidade ao
revestirem compdsitos de poliuretano a base de 6leo de ricino com lignossulfonato (LSCa),
demonstrando que a maior concentragdo de LSCa influenciou diretamente a molhabilidade dos
compositos. Da mesma forma, Liu e colaboradores (2012) observaram uma reducao na
hidrofilicidade em fibras de celulose revestidas com lignossulfonato, concluindo que as
propriedades de umedecimento dessas fibras sdo fortemente influenciadas pelo polieletrdlito
presente na camada superficial das fibras.

Uma forma de promover um possivel aumento da hidrofobicidade, e,
consequentemente, a reducao da tensdo superficial, seria aumentar a concentragao de particulas
de lignossulfonato com menor carater hidrofilico. Uma das hipdteses para explicar a alteragdo
na polaridade superficial das nanoparticulas de lignossulfonato, em comparacdo ao
lignossulfonato molecular, € que as particulas ocupam uma area superficial maior. Esse leve
aumento na hidrofobicidade pode facilitar a migracdo das particulas para a interface liquido-
liquido. E importante destacar que, uma vez adsorvidas na interface, essas particulas
permanecem irreversivelmente fixadas, diferentemente dos surfactantes moleculares, que
mantém um equilibrio dindmico entre a interface e a solucao. Além disso, os lignossulfonatos,
por serem polieletrolitos, aumentam a concentragdo de eletrolitos conforme sua concentragao €

elevada, o que também influencia o comportamento do sistema, como observado na figura 18.d.

5.2 Desenvolvimento e caracteriza¢io das emulsdes
5.2.1 Desenvolvimento da emulsdo utilizando lignossulfonato purificado - LSCaP

Os resultados iniciais das emulsdes estdo ilustrados na figura 19, demonstrando que foi
possivel emulsionar adequadamente o 6leo de ricino com concentragdes de lignossulfonato
superiores a 3%. Nos grupos F 30% e F 50% (30% e 50% de 6leo de ricino, respectivamente),
ndo foi observada separacdo de fases em até 48 horas para concentracdes de lignossulfonato

acima de 3%. No entanto, no grupo F 70% (70% de 6leo de ricino), a separagdo de fases
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comegou a ocorrer nas primeiras 24 horas de observacdo — para todas as concentragdes de
lignossulfonato testadas em F 70%, como observado na figura 19.

Conforme indicado na figura 18, os testes iniciais ndo incluiram todas as concentragdes
de lignossulfonato para cada fracao de oleo testada. As concentragdes menores, de 0,5% e 1%,
ndo emulsionaram bem as fragdes de 30% e 50% (m/m), por esse motivo nao foram testadas no

grupo F 70%.

Figura 19. Emulsdes utilizando lignossulfonato em diferentes fracdes de 6leo de ricino.
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Legenda. Imagens da analise preliminar de emulsdes de LSCaP e 6leo de ricino. A figura mostra o comportamento
das emulsdes apds 48 horas, em que as concentragdes de LSCaP variam entre 1%, 3%, 5% e 10%. Todas as
emulsdes foram preparadas com um volume final de 4 gramas.

Observa-se na Figura 19 que as fragdes F 30% e F 50% apresentaram comportamentos
semelhantes ao longo das 48 horas de andlise. Diante disso, optou-se por utilizar a fragdo F 50%
nos experimentos subsequentes. Essa escolha foi motivada pelo fato de que uma das metas deste
trabalho € incorporar o praziquantel em uma emulsdo utilizando 6leo de ricino como fase
oleosa, uma vez que, segundo a literatura, o PZQ apresenta boa solubilidade nesse dleo
(Mengarda et. al., 2025). Assim, ao aumentar a fracdo de 6leo de ricino, espera-se ampliar a
capacidade de carreamento do fArmaco na emulsdo. Dessa forma, a concentragdo de 50% foi
selecionada por representar uma formulacdo com maior potencial de incorporacao do PZQ,
mantendo, a0 mesmo tempo, a estabilidade desejada da emulsao.

Conforme mencionado anteriormente, a formulacdo F 50% foi escolhida para os testes
subsequentes, cujos resultados estdo apresentados na figura 20. Essa andlise qualitativa,

realizada por microscopia Optica, avaliou a estabilidade das emulsdes apos 48 horas de preparo,
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mantidas a temperatura ambiente (22—26 °C). Observa-se, conforme a figura 20, que a amostra
contendo 1% de lignossulfonato apresentou separagdo de fases visivel a olho nu apds 48 horas.
Essa separagao também pode ser claramente identificada na imagem obtida por microscopia
optica com aumento de 10% (indicada pela seta preta). Em contraste, as amostras com 3% e 5%
de lignossulfonato demonstraram boa estabilidade nesse mesmo intervalo de tempo, com
goticulas bem definidas e estabilizadas, como evidenciado na microscopia Optica (seta
vermelha). No entanto, ao se realizar uma dilui¢ao de 1:100 para melhor visualizagao das
goticulas em aumento de 40x%, observou-se que as goticulas da emulsdo com 4% de
lignossulfonato se desintegraram, sugerindo uma possivel instabilidade nessa concentragao.
Esse comportamento ndo foi observado na amostra com 5% de lignossulfonato, cuja emulsdo
manteve a integridade das goticulas mesmo apds a diluicdo, indicando, possivelmente, uma
maior estabilidade.

Esses resultados indicam que, embora o lignossulfonato atue como um estabilizante
particulado, sua atuacdo isolada pode ndo ser suficiente para garantir estabilidade em todas as
concentragoes testadas, especialmente em condi¢oes de dilui¢ao. A observagao de instabilidade
apds a diluigcdo, particularmente na amostra com 4% de lignossulfonato, sugere que a
estabilizacdo da emulsdo estd sendo modulada, em grande parte, pela presenga de surfactantes
moleculares. Diferentemente das emulsdes do tipo Pickering, por exemplo, — que sdo
estabilizadas por particulas solidas adsorvidas de forma irreversivel na interface e, portanto,
tendem a manter sua estabilidade mesmo apos diluicdo — emulsdes estabilizadas por
surfactantes moleculares sdo mais suscetiveis a desestabiliza¢do. Isso ocorre porque os
surfactantes moleculares estio em equilibrio dindmico entre a interface e a fase continua,
podendo ser removidos da interface em meio diluido, o que compromete a integridade das
goticulas. Dessa forma, a perda de estabilidade observada em determinadas formulagdes sugere
uma predominincia do mecanismo de estabilizagdo por surfactantes moleculares, e nao
exclusivamente por particulas solidas como seria esperado em emulsdes de Pickering classicas.

Adicionalmente, a emulsao com 10% de lignossulfonato também apresentou formagao
evidente de goticulas quando comparada as amostras contendo 3% e 5% de lignossulfonato
(indicada pela seta amarela), sugerindo que concentragdes iguais ou superiores a 10% de
lignossulfonato também podem ser utilizadas para estabilizacao de emulsdes utilizando 6leo de

ricino.
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Figura 20. Estudo macroscdpico de microscopio de diferentes concentragdes de LSCaP em 50% de 6leo
de ricino.
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Legenda. Na imagem, a seta preta indica a separacdo de fases, a seta vermelha aponta para as goticulas
estabilizadas e a seta amarela sinaliza o excesso de lignossulfonato. As concentra¢des de LSCaP nas emulsdes sdo
de 1%, 3%, 5% e 10%, com um volume final de 4 gramas (m/m) para cada amostra.

Apds a selegdo inicial da fragdo oleosa a ser utilizada, realizou-se um estudo
macroscopico mais detalhado aplicando a fragdo F 50% combinada com diferentes
concentragdes de LSCaP (0,1%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5% e 10% m/m) por um periodo de até 120
dias (figura 21). O tempo zero foi definido imediatamente apds a ultrassonificacdo das

emulsoes.
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Figura 21. Estabilidade macroscopica das emulsoes estabilizadas com LSCaP em fungio do tempo.
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Legenda. Analise da estabilidade de emulsdes de lignossulfonato e 6leo de ricino ao longo do tempo. A figura
mostra o comportamento das emulsdes de LSCaP em diferentes concentragdes (0,1%, 1%,2%, 3%,4%, 5% ¢ 10%)
ap6s um periodo de 45 horas

As emulsoes contendo 3%, 4%, 5% e 10% de LSCaP demonstraram boa estabilidade
logo ap6s o processo de ultrassonificacdo, apresentando os primeiros sinais de separacdo de
fases apenas apos 15 dias. Esse comportamento sugere que, nessas concentragdes, O
lignossulfonato atua de forma eficiente na estabilizagdo do 6leo de ricino. Em contrapartida, as
emulsdes formuladas com 0,1%, 1% e 2% de LSCaP apresentaram separacdo de fases ja nas

primeiras 24 horas, indicando que concentra¢des mais baixas nao sdo suficientes para garantir
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a estabilidade da emulsdo. A literatura destaca os lignossulfonatos como estabilizantes eficazes
para emulsdes Oleo/dgua, atuando por meio de diferentes mecanismos, como repulsiao
eletrostatica, impedimento estérico, estabilizacdo coloidal e formacdo de uma camada
interfacial semirrigida (Xu et al., 2017). Além disso, a estabilidade observada nas emulsdes com
concentragdes superiores a 3% durante os primeiros 30 dias pode estar relacionada a alteragdes
nas propriedades reologicas do sistema, promovidas pelo aumento do teor de lignossulfonato.

Considerando esses resultados, a formulagdo contendo 5% de LSCaP foi selecionada
para a incorporacao do praziquantel (PZQ), conforme ilustrado na Figura 22-a. Essa escolha foi
baseada nos dados de microscopia Optica, que indicaram excelente estabilidade da emulsao,
mesmo apos processos de diluigdo — um critério relevante, dado que a presenca de surfactantes
moleculares pode comprometer a estabilidade interfacial em meios diluidos. Além disso,
embora a emulsdo com 10% de lignossulfonato também tenha apresentado boa estabilidade,
essa ndo foi selecionada levando em consideracdao que foi possivel ter um bom resultado com
uma menor concentragdo de lignossulfonato. Como a formulagao com 5% de LSCaP apresentou
desempenho semelhante em termos de estabilidade, mas com aparéncia mais adequada, ela foi
considerada a mais apropriada para os ensaios de incorporacdo do PZQ conduzidos neste
estudo.

Figura 22. Estabilidade macroscopica das emulsdes formuladas com LSCaP com e sem praziquantel.

LSCaP 5% 120 dias

BR S/PZQ PzQ s/PzQ PZQ

Legenda. (a) Avaliagdo da estabilidade macroscopica das emulsdes contendo praziquantel ao longo de 120 dias;
(b) Detalhe do tempo de 120 dias, com a linha vermelha indicando a interface de separac@o de fases. Os circulos
em destaque evidenciam a morfologia das gotas em cada formulacao.
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Conforme ilustrado na Figura 22, a adicdo de praziquantel ndo comprometeu a
estabilidade das emulsdes, com sinais de separagdo de fases surgindo apenas a partir do 30° dia
de armazenamento. De forma notavel, aos 120 dias (Figura 22-b), as emulsdes contendo
praziquantel apresentaram menor separacao de fases (destacada pela linha vermelha), sugerindo
uma estabilidade aprimorada na presenga do farmaco. Essa estabilidade pode estar relacionada
a migracdo do lignossulfonato para a interface 6leo-dgua, onde interagdes hidrofobicas e
aromaticas favorecem a agregagao e organizacdo das moléculas, resultando na formacao de
microestruturas capazes de encapsular o praziquantel. Esse fendmeno ¢ consistente com a
hipotese proposta por Piombino e colaboradores (2020), que descreveram a formagdo de
microcapsulas a partir de interagdes especificas entre o lignossulfonato e compostos
hidrofobicos.

Além disso, Ruwoldt e colaboradores (2020) demonstraram que filmes de
lignossulfonato formados na interface agua-xileno apresentam comportamento viscoeldstico
acentuado em altas concentracgdes, especialmente na presenca de cations multivalentes, os quais
promovem pontes intermoleculares entre as cadeias poliméricas. Esse efeito resulta no aumento
da resisténcia da camada interfacial e pode levar a gelificacdo. Os autores sugerem que esses
efeitos estdo alinhados com dois principios amplamente aceitos: (i) a estabilizacdo de emulsoes
por meio da formagdo de filmes interfaciais viscoeldsticos e (ii) a tendéncia de maior
estabilidade quando o agente estabilizante se encontra préximo de sua concentragdo de
precipitagao.

Para verificar se esse tipo de gelificagdo ocorre nas emulsdes preparadas neste estudo,
especialmente naquelas contendo a concentragdo mais elevada de lignossulfonato (5%), foi
realizado um experimento semelhante ao método da gota pendente (descrito no item 4.22).
Nesse teste, uma gota de 30 uL. da solug@o aquosa com lignossulfonato foi cuidadosamente
dispensada e mantida imersa em 6leo de ricino por 20 minutos. Em seguida, o contetido da gota
foi retraido lentamente, e observou-se a formagao de uma estrutura semelhante a um “saco”
gelificado e membranoso (Figura 23). Esse resultado corrobora as observagdes de Ruwoldt et
al. (2020), sugerindo que, em concentragdes elevadas, o lignossulfonato pode formar estruturas
organizadas e parcialmente gelificadas na interface, o que contribui para a estabilidade da
emulsdo e favorece a retencao do praziquantel no interior das goticulas. Esse comportamento
apresenta notavel semelhanca com o observado para saponinas vegetais, metabdlitos anfifilicos
capazes de se auto-organizar em micelas e filmes interfaciais rigidos. Assim como as saponinas,
o lignossulfonato combina segmentos hidrofilicos e hidrofébicos que promovem adsorg¢ao forte

e estavel na interface 6leo/agua, reduzindo a coalescéncia e aumentando a resisténcia mecanica
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da pelicula interfacial. Essa analogia reforca o potencial do lignossulfonato como um

estabilizante multifuncional, unindo propriedades estruturais, tecnoldgicas e sustentaveis.

Figura 23. Retrag@o da gota de uma solugdo coloidal aquosa de LSCaP em o6leo de ricino.
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Legenda. Os nimeros representam o inicio (nimero 1) e o fim da analise (nimero 8). No ntimero 8 ¢ possivel
observar a formag¢ao de um saco gelificado.

A fim de elucidar melhor os dados apresentados nas figuras 22 e 23, e entender melhor
o processo de estabilidade das emulsdes formuladas com o lignossulfonato purificado, analises
das fotos foram realizadas para estudar o fenomeno de “close packing”, ou empacotamento
fechado. Em emulsdes, essa analise pode ser fundamental para a compreensao da estabilidade
fisico-quimica ao longo do tempo, pois refere-se ao empacotamento maximo possivel de

goticulas dispersas, ou seja, o ponto em que as goticulas ocupam praticamente todo o volume
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disponivel e comecam a se “imprensar”’, podendo sofrer deformagdes (Wang, et al. 2025). A
analise ¢ definida relacionando a fragdo volumétrica da emulsdo (®) pelo tempo (Kim et. al.,
2017). A medida que a fragdo volumétrica da fase dispersa aumenta (volume de goticulas em
relagdo ao volume total da emulsdo), as goticulas ficam mais “empacotadas” podendo sofrer
deformacgdes. Esse ponto ¢ o chamado ponto de empacotamento fechado (close packing limit),
que ocorre aproximadamente quando a fragao volumétrica da fase dispersa atinge cerca de 0,64
a 0,74, dependendo da uniformidade das goticulas e da presenca de deformacgdao (Wang, et al.
2025). Essa medida ¢ obtida analisando o tamanho do volume emulsionado e o tamanho total
da emulsdo. Dessa forma, as emulsdes LSCaP e LSCaP PZQ foram analisadas e os resultados

estdo demonstrados na figura 24.

Figura 24. Analise de close packing das emulsdes formuladas com lignossulfonato purificado.
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Legenda. Evolugdo do close packing das emulsdes durante 120 dias de armazenamento. A linha verde representa
a formulagdo contendo apenas LSCaP, enquanto a linha roxa indica a formulagdo de LSCaP incorporada com
praziquantel (PZQ). O parametro close packing esta associado ao aumento da densidade de empacotamento das
gotas, refletindo mudancas na organizagao e estabilidade estrutural das emulsdes ao longo do tempo.

A evolucao da fragdo volumétrica da fase dispersa (@) ao longo do tempo em emulsdes
contendo lignossulfonato célcico (LSCaP), com e sem praziquantel (PZQ), revelou um
comportamento bastante semelhante entre as formulacdes, indicando dindmica comparavel de
compactagdo interna e reorganizagdo estrutural. Em ambos os sistemas, observou-se um

aumento progressivo de @, sugerindo perda gradual da fase continua ou rearranjo das goticulas,
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com implicagdes relevantes na estabilidade fisico-quimica e nas propriedades viscoelasticas do
sistema.

A fragdo volumétrica ultrapassou o valor critico de @ = 0,63 por volta de 120 dias para
as duas formulagdes, indicando a transi¢do para um regime de close packing, no qual o contato
interfacial e a deformacdo das goticulas passam a governar a microestrutura da emulsdo. Esse
comportamento ¢ tipico de sistemas densamente empacotados, nos quais ocorre transicao de
fluido para s6lido mole ou gel, evidenciada visualmente por aumento da opacidade, perda de
fluidez e formagao de uma estrutura mais coesa e resistente a separagao de fases.

A auséncia de diferengas significativas entre as curvas de @ para as formulagdes com e
sem PZQ sugere que a presenca do farmaco ndo interferiu de forma substancial na cinética de
reorganizacao estrutural nem na estabilidade interfacial. Isso pode indicar que o PZQ estd bem
compatibilizado na matriz emulsificada, sem afetar criticamente a viscosidade da fase continua
ou a mobilidade das goticulas. Tal comportamento ¢ desejavel em sistemas destinados a
liberagdo controlada, pois garante estabilidade estrutural sem comprometer a incorporagao do
principio ativo.

O valor critico de @ observado esta em concordancia com o random close packing
teorico (~0,64), reforcando a validade da abordagem volumétrica como método robusto para
monitoramento da evolugdo estrutural de emulsdes ao longo do tempo. A correlagdo visual com
as imagens dos frascos também destaca a relevancia dessa métrica como ferramenta preditiva
de estabilidade e envelhecimento em formulagdes complexas.

Além das analises macroscopicas de estabilidade, foram realizadas analises em
microscopia confocal de varredura a laser para comparar emulsdes com e sem praziquantel
(figura 25). Ambas as formulagdes foram preparadas com 5% de lignossulfonato. As figuras
25.1-IV representam emulsdes sem o farmaco, enquanto as figuras 25.V-VIII mostram emulsdes
contendo praziquantel. Em ambas, foi observada uma configuracdo de emulsao multipla do tipo
0leo-adgua-oleo, com a fase aquosa destacada em verde (fluoresceina), o lignossulfonato em
vermelho (rodamina) e o 0leo sem fluorescéncia, em preto. De forma mais evidente, a emulsdes
multiplas sdo mais claras nas emulsdes sem praziquantel, como observado nas figuras 25.111-
IV. Ja as emulsdes com praziquantel apresentaram goticulas mais esféricas e bem definidas,

sugerindo que a presenca do farmaco influencia diretamente na morfologia do sistema.
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Figura 25. Imagens de microscopia de confocal de emulsdes utilizando LSCaP 5%, com e sem
praziquantel.

SEM PZQ
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Legenda. I-1V: imagens de microscopia confocal de emulsdes sem praziquantel, evidenciando a presenca de
emulsdes multiplas; IV: reconstrugdo tridimensional da emulsdo. V-VIII: imagens de microscopia confocal de
emulsdes contendo praziquantel, também demonstrando a formagao de emulsdes multiplas. Em verde: ftalocianina
corando a fase aquosa; em vermelho: rodamina corando o lignossulfonato; 6leo sem corantes.

Emulsdes multiplas sdo sistemas coloidais com estrutura hierarquica, onde uma emulsdo
primaria € encapsulada em uma segunda fase continua, formando morfologias como agua em
0leo em agua (a/o/a) ou 6leo em agua em 6leo (0/a/0). Essa arquitetura resulta da interagdo entre
as propriedades quimicas das fases e a escolha de emulsificantes, que regulam tanto a
estabilidade quanto o tamanho das goticulas. Do ponto de vista morfologico, essas emulsdes
podem ser classificadas como microcdpsulas (uma tnica goticula aquosa encapsulada em uma
goticula oleosa), multivesiculares (varias goticulas aquosas encapsuladas em uma goticula de
6leo) ou microesferas (estrutura interna complexa com goticulas duplas no 6leo) (Ding et al.,
2019; Florence et al., 1980). Com base na figura 22.b, as emulsdes sem praziquantel podem ser
classificadas como emulsdes multivesiculares, como evidenciado nas imagens confocais (figura
25.I-1V), onde goticulas aquosas sdo claramente internalizadas nas goticulas de 6leo. Por outro
lado, as emulsdes com praziquantel apresentaram caracteristicas de microesferas (figura 24.V-
VIII), com pequenas estruturas internalizadas dentro das goticulas oleosas. Esses resultados
corroboram estudos prévios de Florence et al. (1980) e Ding et al. (2019), reforgando a relacao

entre morfologia, composicao e estabilidade das emulsdes multiplas.
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5.2.2 Desenvolvimento da emulsdo utilizando lignossulfonato ultrassonificado — LSCaU 30

Conforme discutido no item anterior, a formulacdo F 50%, contendo 5% de
lignossulfonato, foi selecionada para os ensaios subsequentes devido a sua boa estabilidade e
desempenho nas analises preliminares. Essa mesma proporcao (50% de o6leo de ricino e 5% de
lignossulfonato) foi empregada nos testes de caracterizagdo das emulsdes preparadas com
lignossulfonato previamente submetido ao processo de ultrassonificacao. Os resultados de
estabilidade macroscopica dessas emulsdes estdo apresentados nas figuras 26.a-b, e indicam
que a separacao de fases se tornou mais evidente apenas ap6s 60 dias de armazenamento. Esse
comportamento sugere uma melhoria significativa na estabilidade das emulsdes obtidas com o
lignossulfonato ultrassonificado, quando comparadas aquelas formuladas com o
lignossulfonato sem tratamento prévio.

Além da maior estabilidade ao longo do tempo, o padrdo morfologico das goticulas
formadas nas emulsdes como lignossulfonato ultrassonificado (LSCaU 30) manteve-se
semelhante ao observado nas emulsdes contendo LSCaP nao tratado, conforme ilustrado na
figura 26.b. Esse resultado indica que o processo de ultrassonificagio ndo alterou
significativamente a morfologia das goticulas, mas contribuiu de maneira positiva para a
estabilidade do sistema, possivelmente por promover uma melhor dispersao das particulas de
lignossulfonato e favorecer sua adsor¢ao na interface 6leo-agua.

Esse conjunto de resultados aponta para uma possivel estabilizagdo simbidtica
promovida pela presen¢a simultdnea de lignossulfonato em sua forma molecular (atuando como
surfactante) e particulas de lignossulfonato (atuando como estabilizantes do tipo Pickering). Em
outras palavras, a coexisténcia de moléculas com alto equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL),
como o lignossulfonato solivel, com fragdes menos hidrofilicas na forma particulada, pode ter
favorecido a formagdo de sistemas emulsionados multiplos, como os observados neste estudo.

A literatura aponta que altos valores de EHL e concentra¢des adequadas de surfactantes
hidrofilicos estdo entre os principais fatores que contribuem para a estabilidade de emulsdes
multiplas. Garti et al. (1988) demonstraram que o uso de surfactantes poliméricos pode
melhorar significativamente a estabilidade de emulsdes do tipo 4gua em o6leo (A/O), ao criar
interfaces mais robustas que reduzem a dessorc¢ao e a migracdo de moléculas estabilizadoras.
Ademais, os autores observaram que excelentes niveis de estabilidade podem ser alcancados
mesmo em formulagdes com altas fragdes de fase interna (até 50% em peso) e baixas
concentragdes de surfactante polimérico (3—5% em peso). Esses achados corroboram com os

resultados do presente estudo, especialmente nas formulagdes contendo 5% de lignossulfonato,
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que apresentaram estabilidade prolongada e morfologia consistente ao longo do tempo

(Panigrahi et al., 2021).

Figura 26. Estabilidade macroscopica das emulsdes formuladas com LSCau 30 com e sem praziquantel.
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Legenda. (a) Avaliacdo da estabilidade das emulsdes contendo praziquantel ao longo de um periodo de até 120
dias, observando-se a manuten¢do da morfologia e dispersdo das gotas na matriz. (b) Imagem ampliada referente
ao 120° dia, destacando a forma e integridade das gotas em cada tipo de emulsdo. Os circulos em destaque indicam
o contorno das gotas, facilitando a visualizagdo das mudangas ou estabilidade do formato das mesmas durante o
armazenamento.

Estudos realizados no grupo de pesquisa BIOPOL (dados ndo publicados) também
indicam que os lignossulfonatos possuem um EHL tedrico > 20, baseado na determinagdo
experimental do EHL. Contudo, o EHL efetivo pode ser maior, considerando que a estimativa
ndo leva em conta efeitos estéricos, enquanto o grupo sulfonato contribui significativamente
para aumentar o EHL (Setiati et al., 2018). Poucos estudos analisam a estabilidade de diferentes
6leos emulsionados com lignossulfonatos, mas evidéncias indicam que solventes aromaticos,
como tolueno e xileno (EHL = 14-15), produzem emulsdes mais estaveis do que 6leos minerais
(EHL = 10) (Ruwoldt et, al., 2020). Isso sugere que os lignossulfonatos, com sua estrutura
poliaromdtica e carater anfifilico, possuem maior afinidade por Oleos aromadticos em
comparagao aos parafinicos, o que justifica sua classificagdo como estabilizadores de emulsdes

O/A. No presente estudo, foi utilizado 6leo de ricino — um 6leo vegetal renovavel com EHL
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entre 14 e 16 — cuja escolha reforca a tendéncia de formulagdes contendo ingredientes naturais,
alinhadas a critérios de sustentabilidade e a valorizacdo de recursos de origem vegetal. Além
do beneficio ambiental, 6leos vegetais como o ricino sao reconhecidos por suas propriedades
tecnologicas, incluindo contribuicao para a estabilizagcdo interfacial e potencial agdo como
promotores de permeacdo cutdnea ou mucosa, devido a presenca de triglicerideos e acidos
graxos especificos. Nesse contexto, a incorporagdo do praziquantel no 6leo de ricino permitiu
nao apenas explorar sua estabilidade dentro da emulsdo, mas também avaliar possiveis ganhos
na biodisponibilidade e absor¢do, integrando estratégias sustentaveis e funcionais no
desenvolvimento farmacotécnico.

Com o objetivo de compreender mais profundamente o mecanismo de estabilizacdo das
emulsdes formuladas com lignossulfonato célcico ultrassonificado (LSCal), andlises de close
packing também foram realizadas para essas emulsdes, com base nas imagens de estabilidade
apresentadas na Figura 26. Os resultados dessas andlises estio sintetizados na figura 27.

A evolucdo da fragdo volumétrica (@) ao longo do tempo revelou um comportamento
marcadamente distinto entre as emulsdes estabilizadas com LSCaU e aquelas formuladas com
lignossulfonato nao ultrassonificado (LSCaP), especialmente no que diz respeito a velocidade
de compactacdo estrutural e a estabilidade do sistema. Desde os primeiros dias de
armazenamento, observa-se um aumento significativo da ® nas emulsdes LSCaU 30, tanto na
formulacao controle quanto na contendo praziquantel (LSCaU 30 PZQ), atingindo valores
superiores a 0,60 j4 aos 15 dias. Ambas ultrapassam a fracao critica de close packing (© > 0,63)
nesse mesmo periodo, mantendo essa condicdo até pelo menos 120 dias. Esses dados indicam
uma rapida transicdo para um regime de empacotamento denso, tipico de estruturas esféricas
compactadas.

Esse comportamento pode ser atribuido principalmente ao processo de ultrassonificacio
do lignossulfonato célcico, que reduz o tamanho das particulas e aumenta sua area superficial,
resultando em uma cobertura interfacial mais eficiente. Particulas menores e mais homogéneas
também favorecem a estabilizagdo do tipo Pickering, inibindo a coalescéncia das goticulas e
promovendo a formagado de estruturas estaveis e densas.

A incorporacdo de praziquantel na formulagdo (LSCaU 30 PZQ) ndo interferiu
significativamente na dinamica de compactacdo em comparagdo a emulsdo controle sem o
farmaco, comportamento distinto do observado nas formulagdes com LSCaP. Isso sugere que,
nas emulsdes estabilizadas por particulas ultrassonificadas, a barreira fisica formada na

interface € suficientemente robusta para resistir as interferéncias moleculares promovidas pelo
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farmaco. A estabilidade visual das amostras, mesmo apds 120 dias, refor¢a esse achado,
evidenciando emulsdes homogéneas e sem separagao de fases perceptivel.

Adicionalmente, o rapido alcance do regime de close packing pode estar relacionado a
baixa mobilidade das goticulas estabilizadas por particulas sélidas, o que limita a reorganizagdo
interna e favorece a formagdo de estruturas proximas ao ideal de esferas rigidas. Esse arranjo
pode resultar em redes semi-sdlidas, conferindo propriedades viscoelasticas similares as de géis
estruturados — caracteristicas desejaveis em sistemas de liberagdo controlada e formulagdes
topicas.

Com o intuito de avaliar a possivel gelificagdo do lignossulfonato ultrassonificado em
contato com o 6leo de ricino, foram conduzidos ensaios visuais cujos resultados estdo ilustrados
na Figura 28. Assim como observado para o LSCaP, a amostra contendo LSCaU também
apresentou formacao de um “saco gelificado”, indicando que o tratamento por ultrassonificagdo
nao comprometeu as propriedades reoldgicas do material. Isso refor¢ca seu potencial como

agente estabilizante em sistemas emulsificados contendo 6leo de ricino.

Figura 27. Analise de close packing das emulsdes formuladas com lignossulfonato ultrassonificado.
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Legenda. Analise do close packing das emulsdes ao longo de 120 dias de armazenamento. A linha verde representa
a Emulsdao LSCaU 30 sem praziquantel, enquanto a linha roxa indica a Emulsdo LSCaU 30 contendo praziquantel
(PZQ). O grafico evidencia as variagdes na compactacio das gotas nas emulsdes durante o periodo estudado.

Por fim, andlises por microscopia confocal de varredura a laser foram realizadas para

caracterizar a morfologia interna das emulsdes formuladas com LSCaU 30. As imagens
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correspondentes as emulsdes sem praziquantel estdo apresentadas nas Figuras 29.I-1V,
enquanto aquelas contendo o farmaco estdo nas Figuras 29.V-VIIL

Os resultados indicam que, independentemente da presengca de praziquantel, a
formulacao com LSCaU 30 favorece a formagao de emulsdes multiplas do tipo 6leo-agua-oleo
(O/A/O). Isso foi evidenciado pela presenca da fase aquosa (marcada em verde com
fluoresceina), da fase de lignossulfonato (em vermelho, corante rodamina) e do 6leo de ricino
(ndo fluorescente, em preto), conforme indicado pelas setas vermelhas nas imagens. Esse
arranjo estrutural complexo confirma a capacidade do lignossulfonato ultrassonificado de
organizar sistemas emulsionados com arquitetura interna avangada, refor¢ando sua

aplicabilidade em formula¢des com exigéncias tecnoldgicas especificas.

Figura 28. Retracdo da gota de uma solucdo coloidal aquosa de LSCaU 30 em 6leo de ricino.
| . | I
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Legenda. Os numeros correspondem aos diferentes momentos ao longo do periodo de analise, com o
numero 1 representando o inicio € o nimero 8 o término da observagdo. No momento 8, nota-se a
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formag@o de uma estrutura caracteristica em formato de saco gelificado, indicando um possivel processo
de agregacdo ou organizacdo da matriz na emuls@o. Essa mudancga sugere alteragdes na estabilidade e
na morfologia do sistema ao longo do tempo.

Adicionalmente, observou-se que o uso de LSCaU 30 resultou na formagao de um maior
numero de goticulas, como destacado na Figura 29.V. Os dados também sugerem que a
estabilizacdo das emulsdes ocorreu por efeito Pickering, conforme evidenciado pela presenca
do lignossulfonato (seta vermelha) circundando as goticulas de 6leo, indicado pela seta branca.

Esses achados confirmam o papel do lignossulfonato na estabilizagao das emulsdes analisadas.

Figura 29. Imagens de microscopia de confocal de emulsdes utilizando LSCaU 30 com e sem
praziquantel.

24 horas

Legenda. I-1V: imagens de microscopia confocal de emulsdes sem praziquantel, evidenciando a formagdo de
emulsdes multiplas; V-VIII: imagens de emulsdes contendo praziquantel, também demonstrando a presenga de
emulsdes multiplas. Em verde, ftalocianina corando a fase aquosa; em vermelho, rodamina corando o
lignossulfonato; 6leo sem corantes. Setas vermelhas indicam o efeito Pickering evidenciado, enquanto setas
brancas apontam para goticulas de 6leo estabilizadas pelo efeito Pickering.

A estabilizacdo de emulsdes por particulas, comumente denominadas emulsdes de
Pickering, requer, além de uma fase oleosa e uma fase aquosa, a presenca de uma fase solida.
Essa fase solida geralmente estd presente na forma de uma dispersao coloidal, com tamanhos
de particulas variando entre aproximadamente 100 nm e 1 um. Diferentemente das emulsdes
convencionais que utilizam surfactantes, as particulas solidas formam uma barreira estérica ao
redor das goticulas dispersas, inibindo sua coalescéncia (Horozov et al., 2006). A eficiéncia

desse mecanismo estd diretamente relacionada a fatores como a molhabilidade parcial das
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particulas, com angulo de contato ideal entre 50° e 80°, e sua energia de adsor¢do, que reduz a
energia livre do sistema e confere alta estabilidade (Sun et al., 2022) Em virtude dessas
caracteristicas, as emulsdes de Pickering apresentam elevada estabilidade, mesmo sob
condig¢des adversas, além de vantagens como a redugao do uso de surfactantes quimicos e maior
compatibilidade ambiental.

No caso dos lignossulfonatos, a estabilizagdo por particulas ndo ¢, geralmente, o
mecanismo primario. Em solugdes aquosas de baixa salinidade, os lignossulfonatos
permanecem bem dissolvidos, estabilizando emulsdes predominantemente por adsor¢do
molecular na interface 6leo-dgua. No entanto, condi¢des especificas, como a inducdo de
precipita¢do, podem alterar o mecanismo de estabilizagdo, favorecendo a formagao de emulsoes
de Pickering (Ruwoldt et al., 2020).

Neste estudo, a ultrassonificagdo demonstrou ser eficaz no aumento da concentracao de
particulas de lignossulfonato, conforme evidenciado por andlises de rastreamento de particulas
(NTA). Esse aumento na concentragdo de particulas pode ter facilitado uma adsor¢do mais
eficiente na interface, promovendo a estabilizacdo por efeito Pickering (figura 24). Estudos
prévios corroboram essa hipotese. Binks et al. (2005) demonstraram que a concentragdao de
particulas influencia diretamente sua molhabilidade, podendo levar a transicdo de emulsdes
simples para emulsdes multiplas. Whitby et al. (2019) relataram a formagdo de emulsdes
multiplas utilizando silica fumada, observando que altas concentragdes de particulas resultaram
na colisdo, coalescéncia e encapsulamento de gotas de 4gua em 6leo, formando estruturas do
tipo 4gua em 6leo em agua (a/o/a). Esses autores também destacaram maior uniformidade no
tamanho das gotas em concentracdes superiores a 3,7% em peso, resultados que corroboram as

observagoes do presente estudo.

5.2.3 Analise térmica do lignossulfonato e das emulsoes

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e a Termogravimétrica (TG) sdo técnicas
termoanaliticas amplamente empregadas na caracterizagdo de sistemas complexos, como
emulsdes. Essas metodologias sdo fundamentais para avaliar a estabilidade térmica dos
componentes e compreender seu comportamento durante o armazenamento € em processos
industriais.

Neste estudo, a andlise térmica por DSC foi utilizada para investigar o perfil térmico do
praziquantel (PZQ), do o6leo de ricino, do lignossulfonato purificado e das emulsdes

desenvolvidas, na faixa de temperatura de 40 °C a 220 °C. O principal objetivo foi identificar
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possiveis interagdes entre os componentes da formulagdo, além de verificar alteracdes na
estrutura fisico-quimica do farmaco ap6s sua incorporagdo as emulsdes. Os resultados obtidos
estao apresentados na figura 30.

Na anélise do PZQ puro (figura 30.a), representado pela linha preta, foi observado um
pico endotérmico agudo e bem definido proéximo a 140 °C, com intensidade em torno de —18
W g, correspondendo ao ponto de fusdo do composto. Esse evento térmico destaca a alta
pureza e o grau de cristalinidade do farmaco. Além disso, a rapida recuperagao da linha base
apos o pico indica que ndo houve degradagdo térmica significativa do praziquantel dentro da
faixa de temperatura avaliada, o que corrobora com as observagoes feitas por D’ Abbrunzo et
al. (2023), que descreveram de forma abrangente o comportamento sélido do PZQ, ressaltando
sua estabilidade térmica e a nitidez do evento de fusdo como marcadores de identidade fisico-

quimica do composto.
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Figura 30. Analise de calorimetria exploratdria diferencial.
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Legenda. (a) Curvas de DSC das misturas: linha azul representa o praziquantel; linha verde escura corresponde a
mistura LSCaP com 6leo de ricino; linha vermelha indica o 6leo de ricino puro; linha verde claro refere-se a mistura
LSCa com dleo de ricino e praziquantel. (b) Curvas de DSC das emulsdes: linha preta representa o praziquantel;
linha vermelha indica o 6leo de ricino; linha azul corresponde a emulsdo LSCaP; linha rosa a emulsdo LSCaP
contendo praziquantel (PZQ); linha verde a emulsdo LSCaU 30 contendo praziquantel (PZQ).

Com relag@o ao 6leo de ricino (linha vermelha), esse demonstrou um perfil térmico
relativamente estavel ao longo de toda a andlise, sem transi¢des térmicas marcantes. A auséncia
de picos endotérmicos ou exotérmicos esta de acordo com a natureza do material, ja que 6leos
vegetais, por serem liquidos viscosos a temperatura ambiente € compostos por uma mistura de
triglicerideos, ndo apresentam transicdes de fase bem definidas nessa faixa térmica. Esse
comportamento também foi evidenciado nos estudos de Babu Borugadda e Goud (2013), que
demonstraram a estabilidade térmica de 6leos vegetais como o 6leo de ricino e sua resisténcia

a oxidag¢ao em condi¢des moderadas de aquecimento. Rodrigues et al. (2005) também relataram
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comportamento semelhante em analises térmicas de compostos lipidicos, apontando que as
pequenas flutuacdes na linha de base em temperaturas mais elevadas podem estar associadas
ao inicio de processos de oxidacao ou quebra de acidos graxos, o que parece se manifestar de
forma incipiente neste estudo.

A curva referente ao lignossulfonato purificado (LSCaP, linha azul) (figura 30.b) exibiu
um evento endotérmico suave na faixa de 60 °C a 80 °C, que pode estar associado a perda de
umidade adsorvida ou a desidratagdo de grupos hidroxila presentes na estrutura do polimero. A
auséncia de um pico de fusdo definido ¢ compativel com a natureza amorfa do material, que
pode apresentar transigdes vitreas (Tg) e rearranjos estruturais em temperaturas intermedidrias.
Esse perfil térmico € coerente com os resultados de Wibowo et al. (2023), que atribuiram tais
eventos ao comportamento higroscopico dos lignossulfonatos e as ligagdes de hidrogénio
instaveis que podem ser rompidas com o aquecimento. Adicionalmente, Hemmila et al. (2020)
observaram que a ausé€ncia de picos de fusdo bem definidos ¢ uma caracteristica comum de
ligninas modificadas, sobretudo aquelas obtidas por processos industriais ou extraidas por
métodos severos, como a sulfitagdo, o que reforga a natureza amorfa e termicamente resistente
do material avaliado.

Com relacdo as emulsdes, essas revelaram perfis térmicos mais complexos, indicando
possiveis interacdes entre os componentes. A emulsdo LSCaP PZQ (linha rosa, figura 30.b)
apresentou multiplos picos endotérmicos na faixa de 100°C a 140°C, com um leve
deslocamento e atenuagdo do pico de fusdo do PZQ. Essa modificagdo pode ser interpretada
como indicativo de que o farmaco se encontra parcialmente disperso ou solubilizado na matriz
polimérica, o que compromete sua organizacao cristalina original. A forma menos definida da
transi¢do térmica, associada a auséncia de um pico tdo agudo quanto o observado para o PZQ
puro, ¢ compativel com a formacao de um sistema amorfo ou semicristalino, no qual o farmaco
se encontra interagindo com o excipiente. Esses dados corroboram com Mengarda e
colaboradores (2025), que observaram os mesmos resultados ao analisar DSC do PZQ em
sistemas autoemulsionaveis, utilizando o 6leo de ricino.

A emulsdo LSCaU 30 PZQ (linha verde, figura 30.b) apresentou um comportamento
térmico ainda mais alterado, com um evento endotérmico acentuado e deslocado para
aproximadamente 100 °C. Esse perfil pode sugerir uma maior instabilidade térmica quando
comparada a emulsdo LSCaP PZQ, podendo indicar uma interagdo mais intensa entre os
constituintes da formulagdo. A antecipacdo do evento térmico, acompanhada da diminuigdo
expressiva na intensidade do pico, sugere a formacdo de um sistema com maior grau de

solubilizacao do farmaco, ou mesmo a ocorréncia de um fenomeno eutético. A auséncia do pico
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de fusdo caracteristico do PZQ nas duas emulsoes, especialmente na LSCaU 30 PZQ, reforca a
hipotese de que o farmaco se encontra em estado amorfo ou molecularmente disperso nos
sistemas emulsionados, o que pode favorecer sua solubilidade e, por consequéncia, sua
biodisponibilidade.

Quando comparada a curva das emulsdes e de seus componentes isolados, ¢ perceptivel
que as interagdes entre o 6leo de ricino, o lignossulfonato e o PZQ alteram significativamente
os eventos térmicos das formulagdes. O lignossulfonato, em particular, parece contribuir para a
protecao térmica do farmaco, influenciando positivamente a estabilidade térmica do sistema.
Assim, os dados de DSC indicam que o PZQ pode sofrer importantes modificagdes estruturais
ao ser incorporado em emulsdes utilizando 6leo de ricino e lignossulfonato como surfactante,
perdendo parte de sua cristalinidade e tornando-se termicamente mais estavel, especialmente
na presenga do lignossulfonato.

A analise termogravimétrica (TG), apresentada na figura 31, permitiu avaliar o perfil de
estabilidade térmica e o comportamento de decomposi¢do dos componentes individuais (PZQ,
6leo de ricino e lignossulfonato) bem como das emulsdes preparadas com esses materiais.

A amostra de PZQ apresentou uma unica etapa principal de decomposi¢do térmica,
iniciando-se por volta de 320 °C e finalizando proéximo a 400 °C, com perda de massa acentuada
e residuo final praticamente nulo (figura 31.a). Esse comportamento € caracteristico de
compostos organicos relativamente puros € com baixa tendéncia a carbonizagdo residual,
indicando decomposi¢do completa do farmaco sob aquecimento. Chai et al. (2013) ja haviam
descrito que o praziquantel apresenta estabilidade térmica até cerca de 300 °C, com posterior
degradacao abrupta relacionada a quebra de suas ligagdes internas. Esses achados sao
consistentes com De Almeida et al. (2012), que, ao avaliarem nanoparticulas lipidicas contendo
PZQ, observaram perfil térmico semelhante para o farmaco livre, confirmando sua
decomposi¢do em uma unica etapa térmica majoritaria, sem formacao de residuos carbonaceos
significativos.

Com relacdo ao 6leo de ricino (linha verde), esse apresentou perfil de degradagao
semelhante, com inicio em torno de 350 °C e finalizagdo proxima a 470 °C, refletindo a
volatilizacdo dos acidos graxos e a decomposi¢do dos triglicerideos (figura 31.a). O baixo
residuo final também evidencia a natureza predominantemente organica e volatil do composto.
Estudos conduzidos por Yang e Hrymak (2011) demonstraram que, durante o aquecimento de
emulsdes contendo 6leo de ricino, a decomposi¢do ocorre de forma continua, com liberagdo de

componentes volateis tipicos de oleos vegetais ricos em acidos graxos insaturados. Esse
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comportamento térmico ¢ importante para a avaliagdo de compatibilidade com outros materiais

em formulagdes termoestaveis.

Figura 31. Grafico da andlise termogravimétrica.
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Legenda. (a) Curvas de TG das misturas: linha azul — praziquantel (PZQ); linha verde — 6leo de ricino; linha verde
escura — LSCa; linha vermelha — mistura de LSCa e 6leo de ricino; linha rosa — mistura de PZQ e 6leo de ricino;
linha azul escura — mistura de LSCa, PZQ e 6leo de ricino. (b) Curvas de TG das emulsdes: linha roxa —
praziquantel (PZQ); linha verde — 6leo de ricino; linha azul — LSCa; linha vermelha — emulsdo LSCaP contendo
PZQ; linha verde escura — emulsdo LSCaU 30 contendo PZQ.

A curva do lignossulfonato (linha marrom) exibiu multiplas etapas de perda de massa.

A primeira, ocorrendo até aproximadamente 150 °C, pode ser atribuida a liberacdo de agua

adsorvida, comportamento comum em materiais higroscopicos com estrutura hidroxilada. Em

seguida, a faixa entre 200°C e 350 °C sugere uma degradagdo progressiva dos grupos

sulfonatos e de cadeias laterais alifaticas (figura 30.a). Por fim, entre 350 °C e cerca de 500 °C,
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observa-se a degradacdo térmica do esqueleto fenolico-ligninico, caracteristico das
macromoléculas de lignina modificada. Esses eventos térmicos multiplos estdo de acordo com
os dados apresentados por Liu et al. (2021), que atribuiram a degradacdo em multiplas etapas a
complexidade estrutural do lignossulfonato e a presenca de diferentes dominios quimicos em
sua matriz. Wysocka et al. (2016) também relataram comportamento semelhante em estudos
com lignossulfonato e seus derivados aplicados na formulacdo de espumas de poliuretano,
reforgando a ideia de que a estabilidade térmica do material esta fortemente relacionada a sua
estrutura heterogénea e funcionaliza¢ao quimica.

Com relagdo a emulsdo LSCaU 30 PZQ (figura 31.b), que apresenta caracteristicas de
emulsdo Pickering, também mostrou multiplas etapas de perda de massa, mas com perfis mais
graduais e deslocamento das perdas para temperaturas ligeiramente mais elevadas. Esse
comportamento sugere que a estrutura particulada conferida pelo sistema Pickering proporciona
maior estabilidade térmica, possivelmente devido & menor mobilidade das fases e a formacgao
de uma barreira fisica que retarda a degradagdo. O residuo final intermediario confirma essa
protecdo parcial promovida pela organizagdo estrutural.

De forma geral, a analise TG mostrou que as emulsdes, sobretudo a LSCaU 30 PZQ
com efeito Pickering, aparentou apresentar uma melhor estabilidade térmica quando
comparadas as misturas fisicas dos componentes. Além disso, o comportamento de degradacao
em multiplas etapas evidencia as interacdes entre os constituintes da formulagdo, sugerindo

modificacdes estruturais e funcionais relevantes para futuras aplicacdes.

5.2.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho — FTIR

A técnica de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
permite identificar grupos funcionais presentes nos materiais utilizados na formulagao, além de
observar o espectro de vibracdo do farmaco encapsulado, possibilitando a avaliagdo de
possiveis interagdes entre o fiarmaco e o material da matriz. Com base nas andlises de
caracterizagdo e estabilidade, a emulsdo contendo 5% de lignossulfonato e 50% de 6leo de
ricino apresentou os resultados mais satisfatorios, sendo selecionada para os ensaios
subsequentes de caracterizagio. E importante destacar que as demais anélises foram realizadas
utilizando emulsdes contendo lignossulfonato purificado (LSCaP) e lignossulfonato
ultrassonificado por 30 segundos (LSCaU 30) Ademais, andlises dos componentes das

emulsdes apenas misturados também foram realizados, a fim de elucidar possiveis alteragdes
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nos espectros de FTIR que pudessem sugerir alguma modificacdo ou ligagdo quimica durante
o processo de emulsdo utilizando um ultrassom de ponta.

Os espectros de FTIR do praziquantel, 6leo de ricino e de LSCaU 30 estdo apresentados
na figura 32. Esses apresentam bandas na regiio de 2922 e 2854 cm™! referentes a estiramento
assimétrico e simétrico de C-H e grupos metileno, referentes ao espectro do 6leo de ricino
(Karak et al., 2009). Ainda para o 6leo de ricino, a figura 32 apresentam bandas em 1740 cm™!
referentes a estiramento de C=0 e bandas em 1459 e 1348 cm! atribuidas a flexdes de C-H
assimétricas e simétrica (Khaskheli et al., 2015). Para LSCaU 30, o espectro de FTIR apresenta
banda na regido de 1040 cm™, atribuida ao estiramento de CO, caracteristico de alcoois
primarios encontrados em polissacarideos naturais (Shen et al., 2008). Além disso, LSCaU 30
apresentaram bandas em 1227 cm™!, correspondentes ao estiramento simétrico e assimétrico de
grupos -SO- (Katahira et al., 2018). Também sdo visiveis bandas nas regides de 1403 cm! e
1602 cm’!, associadas ao alongamento da ligagio C=C, provenientes das vibracdes da estrutura
do anel aromético principal e bandas na regido de 3390 cm™! referentes a grupos OH (Du et al.,
2023; Pei et al, 2020; Ouyang et al., 2006). A figura 32, apresenta, ainda, bandas
representativas do PZQ em 1648 cm'! referentes a estiramento de carbonila (C=0) (Zanolla et
al., 2018); bandas em 1000 cm™! atribuidas a vibragdes de C-N e bandas em 1420 cm! referente
ao plano angula simétrico de C-H (Salazar-Rosas et al., 2020); apresentando, também, bandas
da regido de 1450 — 1400 cm™! indicativos de estiramento de carbonila (C=0) (Marques et al.,

2018).
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Figura 32. Estudo dos espectros de infravermelho da emulsao contendo LSCaU 30 e praziquantel.
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Legenda. espectro de infravermelho de misturas e das emulsdes formuladas, demonstrando que ndo houve
alteragdo nas bandas especificas de cada componente.

Os espectros FTIR das emulsdes e misturas também estdo ilustrados na figura 30. A
emulsdo sem farmaco (linha verde, Emulsao BR) apresenta uma banda em 3361 cm™* atribuida
a grupos -OH, observada também nos demais espectros da figura. Ademais, também ¢ possivel
observar bandas em 1643 cm™ e 1403 cm™! referentes a estiramento de carbonila (C=0) e
associadas ao alongamento da ligagdo C=C, provenientes das vibracdes da estrutura do anel
aromatico principal, respectivamente (Du et al., 2023; Pei et al., 2020; Ouyang et al., 2006).
Além disso, a amostra Emulsdo PZQ (linha pink), apresenta banda em 1643 cm™! referente a
referentes a estiramento de carbonila (C=O) presente na estrutura quimica do fArmaco, também
identificada nas demais amostras contendo praziquantel (Zanolla et al., 2018).

As analises por FTIR ndo indicaram alteragdes significativas nas bandas caracteristicas
dos componentes da formulacao, sugerindo a auséncia de interagdes quimicas relevantes entre
eles. Esse resultado, aliado aos dados de DSC e TG, indica que a estabilidade observada nas
emulsdes esta relacionada principalmente a fendmenos fisicos, como o aumento da viscosidade
e a restricao da mobilidade molecular.

A formagao de um sistema viscoso ou semissolido ndo ocorre por gelificacdo quimica
induzida pelo lignossulfonato, mas sim pelo empacotamento denso das gotas da fase dispersa

— fendmeno conhecido como close packing. Quando a fracdo volumétrica da fase oleosa atinge
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um limite critico, a proximidade entre as gotas emulsionadas reduz a fluidez do sistema,
resultando em um aumento exponencial da viscosidade até o ponto em que o sistema adquire
caracteristicas de um gel fisico.

Esse comportamento foi corroborado pelas analises térmicas: a curva de DSC indicou a
manuten¢do da estrutura fisico-quimica dos componentes, enquanto a TG mostrou estabilidade
térmica compativel com um sistema fisicamente organizado. Além disso, os ensaios de retragao
da gota reforgcam essa interpretagdo, demonstrando a resisténcia a separacdo de fases e o

comportamento coeso da emulsdo nas formulagdes com maior fragao volumétrica de dleo

5.2.5 Determinagdo de quantificagdo do farmaco e ensaio de liberagdo

As emulsoes contendo 5% de lignossulfonato, seja na forma purificada (LSCaP) ou
ultrassonificada (LSCaU 30), foram selecionadas para dar continuidade aos ensaios de
caracterizacdo, conforme demonstrado anteriormente. Essas amostras foram preparadas
seguindo a metodologia previamente descrita e submetidas ao ensaio de liberagdo. Além disso,
o farmaco solubilizado em 6leo de ricino também foi incluido no teste. O ensaio de liberagao
in vitro foi conduzido em pH estomacal simulado, visando compreender o comportamento das
emulsdes em ambientes acidos. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 33.

Observou-se uma diferenca nos perfis de liberagdo do farmaco entre as formulagdes
analisadas. A emulsdo preparada com LSCaU 30 liberou aproximadamente 17% do farmaco ao
longo do periodo analisado (240 minutos), enquanto a emulsdo formulada com LSCaP e o
praziquantel livre apresentaram perfis de liberagdo semelhantes, liberando cerca de 12% e 11%,
respectivamente (figura 33.a).

Para compreender o mecanismo de liberagdo do praziquantel a partir das emulsdes, os
dados experimentais foram ajustados aos modelos cinéticos de Primeira Ordem, Ordem Zero
(Bravo, Lamas e Solomon, 2002), Peppas-Sahlin (Peppas e Sahlin, 1989), Korsmeyer-Peppas
(Korsmeyer e Peppas, 1981) e Higuchi (Higuchi, 1963). Entre os modelos avaliados, o de
Primeira Ordem apresentou os maiores valores de coeficiente de determinagdo (R?), sendo,
portanto, o que melhor descreveu a cinética de liberagdo observada (Figura 33.b-d; Tabelas 3,
4eb).

No entanto, ¢ importante destacar que o ajuste aos modelos cinéticos deve ser
interpretado com cautela. A literatura recomenda que a aplicacdo confiavel desses modelos seja
feita em perfis de liberacao com fragdes liberadas entre 20 e 60%, o que nao foi atingido neste
estudo. Dessa forma, os parametros obtidos refletem apenas os estagios iniciais da liberagao,

assim moires tempos de liberagdo devem ser avaliados para fins de estudos mais aprofundados.
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Observa-se ainda um comportamento tipico de burst release nas emulsdes, com uma liberagao
mais acentuada nos primeiros 15 minutos, seguida por uma cinética de liberacdo que se
apresenta quase linear ao longo do tempo. Esse comportamento sugere uma rapida difusdo
inicial do farmaco mais acessivel na interface 6leo-agua, seguido por uma liberagao controlada
a partir da fase oleosa residual.

Portanto, embora o modelo de Primeira Ordem tenha apresentado o melhor ajuste
matematico, ele descreve apenas parcialmente o comportamento real do sistema, refletindo uma
liberacdo governada inicialmente pela concentracdo do farmaco na fase oleosa e,

posteriormente, por limitagcdes difusionais e estruturais do sistema emulsionado.

Figura 33. Estudo de liberagdo do farmaco livre e das emulsdes formuladas com LSCaP e LSCaU 30.
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Legenda. (a) Perfil de liberag¢ao do praziquantel a partir das emulsdes LSCaP e LSCaU 30, comparado ao farmaco
livre em meio de dissolugdo controlado; a linha azul representa a emulsdo LSCaP, a linha laranja a emulsao LSCaU
30, e a linha verde o farmaco livre. (b) Cinética detalhada de liberag@o do praziquantel da emulsdo LSCaP ao longo
do tempo, evidenciando a liberagdo sustentada. (c) Cinética de liberacao da emulsdao LSCaU 30, mostrando o perfil
de liberagdo controlada do farmaco. (d) Cinética de liberag@o do praziquantel em sua forma livre, indicando rapida
dissolu¢do no meio estudado.



Tabela 3. Modelos de cinética de liberagdo para avaliacdo da liberagdo da emulsdo LSCaP.
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Modelo Cinético Equacao R? AIC Ki Ka m n
Ordem Zero Q = Qo-kot 0,9518 0,048 - - - -
Primeira Ordem InQ;=-kt+InQo 0,9998 0,018 0 - - -
Peppas-Sahlin MY M1:2t=2n11<1t 09931 0013 0001 - 0 ]
Korsmeyer- M/M.=kt" 09918 0,01 - - - 0,001
Peppas
Higuchi M¢/M,, = kt®3 0,948 0,022 - - - -

Tabela 4. Modelos de cinética de liberacdo para avalia¢do da liberagdo da emulsdo LSCaU 30

Modelo Cinético Equacao R? AIC Ki Kz m n
Ordem Zero Q = Qo-kot 0,9325 0,036 - - - -
Primeira Ordem In Q;=-kt+In Qo 0,9995 0,034 0 - - -
Peppas-Sahlin ™ le;n{“t 09776 0016 0 ] 0 ;
Korsmeyer- M/M.=kt" 09765 0013 - - - 0,001
Peppas
Higuchi M¢/M,, = kt*> 0,948 0,018 - - - -
Tabela 5. Modelos de cinética de liberagdo para avaliagdo da liberagdo do praziquantel livre.
Modelo Cinético Equacao R? AIC Ki K: m n
Ordem Zero Q = Qo-kot 0,8644 0,05 - - - -
Primeira Ordem InQ:=-kt+InQo 0,9991 0,049 0 - - -
Peppas-Sahlin M“Mljztzzn{“t T 09699 0016 0001 - 0 ]
Korsmeyer- M/M.=kt" 09984 0,033 - i i 1
Peppas
Higuchi My/M, = kt%3 0,948 0,017 - - - -
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5.3 Atividade biologica

5.3.1 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A avaliagao da citotoxicidade do lignossulfonato em células CACO-2 foi conduzida por
meio de ensaios de viabilidade celular, e os resultados apds 24 horas de tratamento sdo
apresentados na figura 34. O estudo comparou a resposta celular a duas formas de
lignossulfonato: lignossulfonato purificado (LSCaP) e lignossulfonato ultrassonificado por 30
segundos (LSCaU 30).

A avaliacdo da citotoxicidade do lignossulfonato purificado (LSCaP) e ultrassonificado
(LSCaU 30) em células Caco-2 revelou efeitos significativamente dose-dependentes,
especialmente em concentragdes elevadas. Os dados obtidos demonstraram que, em
concentragdes de 10.000, 5.000, 2.500 e 1.250 mg/mL, ambos os tipos de lignossulfonato
reduziram drasticamente a viabilidade celular para menos de 25%, refletindo uma elevada
toxicidade. Tais achados estdo em conformidade com a literatura que aponta a possibilidade de
compostos lignoceluldsicos modificados interferirem com processos celulares, sobretudo por
conta da presenca de grupos funcionais reativos como sulfonatos e fendis (CHAUDHARY;

SINHA, 2023).

Figura 34. Estudo da viabilidade celular em Caco-2 de LSCaP e LSCaU 30.
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Legenda. Tratamento das células Caco-2 com as emulsdes LSCaP e LSCaU 30. Os valores apresentados foram
normalizados para calcular o percentual de viabilidade celular, utilizando o software GraphPad Prism® versdo 6.1.
Os asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significativas, com p < 0,05.
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O lignossulfonato ¢ um polimero anionico derivado da lignina sulfonada, apresentando
caracteristicas como alta solubilidade em agua, carga negativa e potencial para interagdes
hidrofobicas e eletrostaticas com membranas celulares e proteinas intracelulares. Essas
propriedades estruturais sdo particularmente importantes no contexto de toxicidade, ja que tais
interagdes podem comprometer a integridade da membrana plasmatica ou induzir processos
oxidativos intracelulares (Chaudhary, et. al., 2023). Além disso, a possivel geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em contato com biomoléculas pode levar a apoptose ou necrose
celular, embora esse mecanismo nao tenha sido diretamente avaliado neste estudo.

O processo de ultrassonificagdo utilizado na obtengdo do LSCaU 30 visava a redugdo
do tamanho das particulas e aumento da area superficial especifica, aspectos frequentemente
associados ao aumento da reatividade de materiais particulados. Estudos prévios demonstraram
que nanoparticulas derivadas de lignossulfonato, especialmente quando submetidas a
sonicagdo, apresentam maior capacidade de adsor¢ao e interagdo com sistemas biologicos (KIM
et al., 2013). No entanto, os valores de ICso obtidos para LSCaP (0,67 mg/mL) e LSCaU 30
(0,62 mg/mL) ndo diferiram significativamente, sugerindo que, embora a sonicacdo modifique
a estrutura do polimero, essas mudancas nao se refletiram em aumento estatisticamente
relevante da toxicidade. Esse dado ¢ particularmente interessante pois indica que a reducao do
tamanho de particula, por si s6, ndo ¢ suficiente para alterar drasticamente o perfil toxico do
lignossulfonato nesse modelo celular.

As formulagdes emulsificadas (LSCaP PZQ e LSCaU 30 PZQ) apresentaram perfil
citotoxico distinto, com viabilidades celulares mais elevadas nas mesmas concentracdes de
lignossulfonato (figura 35). Em concentracdes de 1.250 mg/mL ou menores, ambas as emulsdes
resultaram em viabilidades superiores a 75%, sugerindo uma redugdo importante da toxicidade.
A andlise das curvas dose-resposta revelou valores de ICso de 2,813 mg/mL (LSCaP PZQ) e
2,167 mg/mL (LSCaU 30 PZQ), indicando toxicidade cerca de trés vezes menor do que os
lignossulfonatos isolados. Essa mitigagao dos efeitos toxicos pode estar relacionada a natureza
da estrutura da emulsao multipla (A/O/A), que encapsula o lignossulfonato na fase interna,
diminuindo seu contato direto com a superficie celular.

Jiménez et al. (2023) observaram fendmeno semelhante ao avaliarem hidrogéis
modificados com lignina, em que a encapsulacdo resultou em menor toxicidade para
organismos expostos. Tal encapsulamento fisico pode atuar como uma barreira difusional,
modulando a liberagdo dos componentes ativos e evitando interagdes diretas entre o polimero
e os alvos celulares. Além disso, o sistema emulsificado pode promover a redistribui¢do da

energia de superficie dos componentes poliméricos, reduzindo sua reatividade imediata — uma
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estratégia bem documentada na literatura de sistemas carreadores de farmacos (Chaudhary, et.
al., 2023).

Outro aspecto relevante foi a observacao do efeito Pickering na emulsdo contendo
lignossulfonato ultrassonificado (LSCaU 30 PZQ). Essa caracteristica decorre da presenca de
particulas solidas na interface gota/gota que conferem estabilidade fisica a emulsdo sem a
necessidade de tensoativos classicos. Segundo Kim et al. (2013), particulas ultrassonificadas
podem estabilizar emulsdes por meio de ancoragem fisico-quimica na interface, criando uma
camada solida que impede a coalescéncia. Contudo, essa maior estabilidade pode vir
acompanhada de um leve aumento na toxicidade, possivelmente por conta da maior area
superficial especifica dos estabilizantes particulados, o que foi refletido na diferenga ndo

significativa, mas ligeiramente inferior, do ICso da emulsdo ultrassonificada.

Figura 35. Estudo da viabilidade celular em Caco-2 de Emulsdo LSCaP PZQ e Emulsdo LSCaU 30
PZQ.
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Legenda. Tratamento das células Caco-2 com as emulsdes LSCaP e LSCaU 30. Os valores foram normalizados
para calcular o percentual de viabilidade celular, com analise estatistica realizada no software GraphPad Prism®
versdo 6.1. Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Importante notar que, mesmo com a diferenca entre os ICsos das duas emulsoes, a
sobreposi¢do das barras de erro e a auséncia de significancia estatistica indicam que ambas
apresentam perfis toxicos semelhantes e aceitaveis. Esses resultados refor¢am o potencial das

emulsdes como sistemas de liberagao controlada de farmacos, especialmente considerando que
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a redugdo da toxicidade em comparacdo ao lignossulfonato isolado representa um avango

importante para a aplicacdo tdpica ou oral dessas formulagoes.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos ao longo deste estudo demonstraram que € possivel desenvolver
emulsdes estaveis por até 120 dias utilizando lignossulfonato purificado como agente
estabilizante. A estabilidade observada parece estar fortemente relacionada a viscosidade do
sistema, que aumenta significativamente com a elevacao da fragdo volumétrica da fase oleosa,
favorecendo a formag¢do de uma rede fisica densa (close packing). Esse empacotamento reduz
a mobilidade das gotas, conferindo ao sistema caracteristicas de gel fisico sem a necessidade
de gelificantes adicionais.

As andlises térmicas por DSC e TG refor¢gam essa interpretacdo, ao indicarem a
manuten¢do da integridade fisico-quimica dos componentes individuais apds a emulsificagao,
sem evidéncias de interagdes quimicas indesejadas. A auséncia de picos adicionais ou
deslocamentos significativos nos termogramas confirma que o processo de incorporagdo do
praziquantel (PZQ) a emulsdo ndo compromete sua estabilidade térmica. Paralelamente, a
analise espectroscopica por FTIR nao revelou alteragdes nas bandas funcionais dos
constituintes, corroborando a ideia de que o sistema ¢ estabilizado por interagdes fisicas,
especialmente a formacdo de camadas interfaciais viscoeldsticas promovidas pelo
lignossulfonato.

Além disso, observou-se a formag¢do de emulsdes multiplas do tipo dgua/dleo/dgua
(a/o/a), sugerindo a possivel atuagdo de um mecanismo de estabilizagdo do tipo Pickering,
promovido pela auto-organizacdo do lignossulfonato na interface. A liberagdo do PZQ nas
emulsdes indicou um perfil lento e controlado, com indicios de aumento da solubilidade do
farmaco em meios acidos, o que pode representar uma vantagem farmacotécnica relevante para
formulagdes orais ou topicas.

Os testes preliminares de citotoxicidade demonstraram que as emulsdes, nas
concentracdes analisadas, apresentam um perfil de seguranga promissor, refor¢cando seu
potencial para aplicagdes biomédicas. No entanto, apesar dos resultados encorajadores, ¢
importante destacar que mais estudos sdo necessarios para aprofundar a compreensdo dos
mecanismos envolvidos, avaliar a eficicia terap€utica in vivo e garantir a seguranga a longo
prazo do sistema formulado.

Dessa forma, conclui-se que a abordagem proposta neste trabalho representa uma
estratégia promissora para a veicula¢do de farmacos hidrofobicos em sistemas emulsionados,
especialmente aqueles com baixa solubilidade em 4gua, como o praziquantel. Ainda assim, a
continuidade das investigacdes ¢ essencial para validar e ampliar a aplicabilidade do sistema

desenvolvido em contextos clinicos ou industriais.
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