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RESUMO

Sistemas autoagregados formados por biopolimeros se mostram altamente promissores
para a administracdo de farmacos devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
capacidade de estabilizacdo e possibilidade de controle na liberagdo, proporcionando
tratamentos mais eficazes, seguros e sustentaveis. Neste estudo, foi investigado a
formacgdo e caracterizacdo de agregados compostos de lecitina/deoxicolato de sédio
(NaDC), com diferentes propor¢cbes (200mM/200mM, 200mM/100mM e
100mM/200mM) e com pectina e gelatina (1%, 3% e 5%) como biopolimeros
moduladores. Os sistemas foram caracterizados por espalhamento dindmico de luz (DLS),
medidas de potencial zeta, andlise reoldgica e espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). A incorporacdo do Metronidazol (MDZ) e sua avaliacdo
em células de difusdo vertical revelaram que os biopolimeros alteraram
significativamente o sistema, aumentando as interagdes eletrostaticas repulsivas entre as
particulas e promovendo a formacdo de agregados com didmetros homogéneos e
controlados. Os estudos de liberagdo mostraram que ambos os biopolimeros séo eficazes
para promover a liberacdo sustentada do MDZ, a gelatina apresenta um perfil de liberacdo
rapido, enquanto a pectina oferece uma rede mais eléstica, com liberacdo mais lenta e
controlada, evidenciando o potencial desses materiais para aplicacdes farmacéuticas em

sistemas de entrega de farmacos.

Palavras-chave: Autoagregado, Liberacdo controlada, Metronidazol, Lecitina,

Deoxicolato de sédio.



ABSTRACT

Self-aggregated systems formed by biopolymers are highly promising for drug delivery
due to their biocompatibility, biodegradability, stabilization capacity and possibility of
release control, providing more effective, safe and sustainable treatments. In this study,
the formation and characterization of aggregates composed of lecithin/sodium
deoxycholate (NaDC) with different proportions (200mM/200mM, 200mM/100mM and
100mM/200mM) and with pectin and gelatin (1%, 3% and 5%) as modulating
biopolymers were investigated. The systems were characterized by dynamic light
scattering (DLS), zeta potential measurements, rheological analysis and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). The incorporation of Metronidazole (MDZ) and
its evaluation in vertical diffusion cells revealed that the biopolymers significantly altered
the system, increasing the repulsive electrostatic interactions between the particles and
promoting the formation of aggregates with homogeneous and controlled diameters.
Release studies showed that both biopolymers are effective in promoting the sustained
release of MDZ, gelatin presenting a fast release profile, while pectin offers a more elastic
network, with slower and more controlled release, evidencing the potential of these
materials for pharmaceutical applications in drug delivery systems.

Keywords: Self-aggregated, Controlled release, Metronidazole, Lecithin, Sodium

deoxycholate.
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1 CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 Sistemas autoagregados e Surfactantes

Os sistemas autoagregados sdo um conjunto de pequenas moléculas que se organizam
de maneira espontanea e reversivel em estruturas ordenadas, sem necessidade de
intervencdo externa (Goodwin, 2004; Wu et al., 2019). Essa formagao é determinada por
meio de interagBes especificas entre as moléculas anfifilicas (surfactantes). Os
surfactantes atuam reduzindo a tensdo superficial em interfaces como liquido-liquido,
liquido-solido e liquido-gas e solido-gas (Sharma et al., 2019; Moroi, 1992; Rabdczkay,
2016; Holmberg et al., 2002).

A estruturacdo dessas moléculas é caracterizada por duas regides diferentes, sendo
uma regido polar, com caracteristicas hidrofilicas, comumente chamada por “cabeca” e
uma "cauda™ hidrofobica (Raboczkay, 2016; Holmberg et al., 2002), possibilitando a
interacdo com substancias polares e apolares (Qiu et al., 2015).

Em baixas concentracGes de surfactante, as moléculas presentes em solugdo tendem
a ocupar a interface, diminuindo consequentemente a energia livre do sistema e a tensédo
superficial. Com o aumento da concentracdo e com a interface ocupada pelas moléculas
de surfactantes, um incremento na quantidade das moléculas faz com que as mesmas se
agreguem espontaneamente na fase (Turchi, et al., 2022). Essa concentracdo minima onde
ocorre a agregacdo das moléculas do surfactante no seio da fase é conhecida como
Concentracdo Micelar Critica (CMC), na qual micelas esféricas sdo formadas (Alam et
al., 2010; Turchi, et al., 2022).

A maioria dos surfactantes utilizados atualmente s&o obtido por compostos
derivados do petroleo, o que destaca a necessidade de substituir esses compostos por
alternativas mais sustentaveis. Os biossurfactantes surgem como uma solugédo
promissora, pois sdo produzidos por processos biotecnolégicos, utilizando recursos
renovaveis e apresentam a vantagem adicional de serem biodegradaveis (Banat et al.,
2000; Banat et al., 2021; Santos et al., 2021).

O sal biliar e a lecitina utilizados neste estudo s&o biossurfactantes que sao
empregados na area farmacéutica e alimenticia (Elnaggar, 2015; Pahomi et al., 2012;
Alhajj et al., 2020). Na éarea farmacéutica a lecitina &€ empregada na formulagdo de
medicamentos para melhorar a solubilidade, a biodisponibilidade de compostos

hidrofébicos e na producdo de lipossomas para a entrega controlada de drogas
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(Sznitowska, 2005; Alhajj et al., 2020). Ja os sais biliares sao utilizados para melhorar a

absorcdo de certos medicamentos lipofilicos (Pavlovi¢ et al., 2018; Elnaggar, 2015).

1.1.1 Lecitina

A lecitina € um biossurfactante formado por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e cidos graxos (Zarate et al., 2019; Zeisel, 2012).
A fosfatidilcolina possui uma cabeca polar composta por um grupo fosfato ligado a uma
colina e duas caudas apolares de acidos graxos, que estdo ligadas a uma molécula de
glicerol. A estrutura quimica da molécula (fig. 1) permite que os fosfolipidios se
organizem em bicamadas lipidicas, minimizando a energia livre do sistema (Nasab et al.,
2019; Robert et al., 2020).

Figura 1: Estrutura quimica da lecitina.
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Fonte: Adaptado Hashizaki et al., 2012.

A lecitina pode ser obtida a partir da soja, sementes de girassol, canola e da gema
de ovo (Bot et al., 2021; Zhao et al., 2022). Independente da fonte, a lecitina extraida
pode ser submetida a processos como fracionamento, desodorizacdo e modificacdo
enzimatica para ajustar suas propriedades fisico-quimicas e melhorar sua funcionalidade
(Robert et al., 2020).

A lecitina, por ser um biossurfactante zwiterionico, forma agregados em baixas
concentragdes devido ao menor valor de CMC. Sua autoagregacao ocorre por interagoes
ndo covalentes, como liga¢des de hidrogénio e forcas eletrostaticas (Zarate et al., 2019).
Em solucGes aquosas, a lecitina se organiza em diferentes estruturas, como micelas,
lipossomas, lamelas e fases hexagonais (Li et al., 2015). Em solventes organicos ou 6leos,
tende a formar micelas reversas, cilindricas ou esféricas (Hashizaki et al., 2012). Essas
propriedades tornam a lecitina estratégica para a liberagdo controlada de farmacos,

permitindo  encapsular  substancias, prolongar sua liberagdo, melhorar a
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biodisponibilidade e reduzir a toxicidade (Elnaggar et al., 2014; Vater et al., 2019; Zhou
et al., 2009). Um exemplo é o uso de lipossomas formados pela autoagregacéo da lecitina
para liberar antitumorais (Chan et al., 2009) e metronidazol (Singh et al., 2015).

1.1.2 Sais de Bile: Deoxicolato de Sédio

Os sais de bile sdo compostos derivados do colesterol, que sdo produzidos no
figado, armazenados na vesicula biliar e secretados no intestino delgado. Sua estrutura é
composta por uma parte esteroidal hidrofébica e uma parte lateral com grupos funcionais
hidrofilicos, como hidroxila e carboxila, que permitem sua interacdo com receptores € a
separagdo enantiomérica de peptideos, aminoacidos e farmacos (Hu et al., 2022).

A polaridade planar dos sais permite a formacéao de agregados especificos, criando
estruturas rigidas, que a partir das interacdes eletrostaticas podem ser modificadas por
meio de fatores como o pH e a forca idnica (Suys et al., 2017; Madenci e Egelhaaf, 2010;
Dey et al., 2023). Esses agregados formados, séo influenciados pela concentragéo e
composicdo quimica dos sais, que geralmente sdo menores e com valores de CMC mais
baixos do que os demais surfactantes (Warren et al., 2006; Na et al., 2022).

Os tipos mais comuns de &cidos biliares presentes no organismo humano sao 0s
acidos colicos, deoxicolicos e quenodeoxicolicos, conhecidos como sais colatos,
deoxicolatos e quenodeoxicolatos, respectivamente (Singh e Chauhan, 2020b; Pabois et
al., 2019).

O deoxicolato de sodio (NaDC) (fig. 2), sal derivado do &acido deoxicélico, tem
varias aplicacbes farmacéuticas, especialmente na formulacdo de medicamentos,
aumentando a solubilidade de farmacos lipofilicos e melhorando a biodisponibilidade oral
(Aleksandar et al., 2021). Em sistemas de liberacdo controlada, o NaDC pode ser utilizado
para criar micro- e nanoparticulas que encapsulam os farmacos, para liberacéo de forma
controlada no organismo e também utilizado em formulagdes injetaveis garantindo a

estabilidade e a solubilidade dos farmacos no plasma sanguineo (Gandola et al., 2020).

Figura 2: Estrutura quimica do Deoxicolato de sédio (NaDC).
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Fonte: Adaptado Singh e Chauhan, 20202

Além das aplicacbes farmacéuticas, os sais de bile também sdo empregados em
diversas outras areas industriais. Na industria cosmética, sdo usados em emulsdes para
estabilizar formulacdes e melhorar a absorcdo de ingredientes ativos (Fornasier et al.,
2021; Klimek et al., 2024) Na inddstria alimenticia, atuam como emulsificantes sendo
empregados em produtos que requerem a estabilizacdo de gorduras (Campos, 2013;
Satpute et al.,, 2018; Sharma et al., 2023). Outra aplicacdo, é a utilizacdo como
biorremediadores, para degradar hidrocarbonetos e outros poluentes organicos em
ambientes aquéticos, ajudando no tratamento de &guas contaminadas (Prakash et al.,
2021; Sajadi Bami et al., 2022).

1.2 Adicdo de polimeros em sistemas autoagregados formados por surfactantes

A interacdo entre polimeros e surfactantes em solugcfes aquosas pode influenciar
significativamente a morfologia, 0 processo de autoagregacdo e as propriedades dos
agregados formados. Essas interacdes sao resultado das forcas hidrofébicas, eletrostaticas
e ligacdes de hidrogénio, resultando em alteracbes na CMC, na morfologia dos agregados
e nas propriedades termodindmicas e macroscopicas do sistema, como energia livre de
Gibbs, entropia, viscosidade e comportamento de fase (Zhang et al., 2014; Korevaar et
al., 2012; Huang et al., 2021).

A adicdo de polimeros pode diminuir o tamanho das micelas, transformar micelas
semelhantes em agregados globulares menores e criar redes fisicas interconectadas que
controlam a viscosidade da solucdo (Gradzielski, 2023). Pequenas mudangas na estrutura
quimica, como o comprimento da cauda do surfactante ou a carga elétrica dos
componentes, podem modificar drasticamente a morfologia e a estabilidade dos

agregados (Trabelsi et al., 2007; Huang et al., 2021). Além disso, as forgas de interacfes
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polimero-micela podem influenciar as propriedades reoldgicas do sistema, sendo

importante na obtencéo de formulagdes e materiais funcionais (Gradzielski, 2023).

1.2.1 Pectina

A pectina, definida por Braconnot em 1824, é um polissacarideo ramificado,
encontrada nas paredes celular das plantas e juntamente com a celulose e hemicelulose,
desempenha um papel crucial na adesdo celular e na resisténcia mecénica (Braverman e
Berk, 1976; Canteri et al., 2012; Munhoz et al., 2010). As ligacOes entre as cadeias de
pectina e outros componentes da parede celular formam uma rede complexa que confere
rigidez e suporte estrutural as células vegetais (Moreira et al., 2009 Munhoz et al., 2010).

A pectina é composta principalmente por acido 1,4 B-3-galacturénico (fig.3), com
cadeias laterais de arabinose, ramnose e galactose que se conectam por ligacdes a-(1—4)
e sdo parcialmente metiladas, o que influéncia suas propriedades gelificantes (\VVoragen et
al., 2009; Canteri et al., 2012; Waschek et al., 2009).

Figura 3: Estrutura quimica da pectina.

H,.C— O

Fonte: Adaptado Menezes et al., 2015.

A extracdo da pectina envolve processos quimicos e enzimaticos, que passam por
etapas como a hidrolise e solubilizagdo das macromoléculas presentes nos tecidos
vegetais, as quais podem ser influenciadas por fatores como o pH, temperatura e o0 tempo
de extracdo (Munhoz et al., 2010; Pagan et al., 2001). As fontes mais comuns para obter
pectina sdo as partes brancas das cascas de frutas citricas e 0 bagaco de maca. No entanto,
a pectina extraida de diferentes fontes possui caracteristicas variadas, como o grau de
esterificacdo, o tamanho das particulas, o conteldo de agucares e o teor de cinzas
(Munhoz et al., 2010).
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A aplicagdo da pectina envolve, principalmente, a formacdo de geéis e de
hidrocoloides em dispersdo e estabilizacdo. Para as indlstrias farmacéuticas, essas
propriedades apresentam eficacia na area cinética, de hidratacdo em aplicagdes orais ou
topicas, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos e revestimento de
microcapsulas, devido as suas caracteristicas eletrostaticas e a capacidade de formar géis
em condigdes e pH especificos (Villanova et al., 2010; Menezes et al., 2015; Santos et
al., 2021).

1.2.2 Gelatina

A gelatina é uma proteina de origem animal obtida pela hidrolise parcial acida ou
basica do colageno presente em 0ssos e tecidos conectivos (Liu et al., 2019). Esse
biopolimero é produzido através da desnaturacdo térmica ou da degradacédo fisica e
quimica do colageno (Mehrali et al., 2019; Wen e Dong, 2016).

Composta principalmente por prolina, hidroxiprolina e glicina, a gelatina possui
uma cadeia polimérica linear (fig. 4), altamente hidrofilica, capaz de formar géis
termoreversiveis que se solidificam ao resfriar, categorizando-a assim como agente
gelificante, estabilizante e texturizante na inddstria alimenticia e farmacéutica (Mehrali
etal., 2019).

Figura 4: Estrutura quimica da gelatina
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Fonte: Adaptado Li et al., 2015.

Na indastria farmacéutica, a gelatina pode ser utilizada para criar matrizes
tridimensionais que mimetizam a matriz extracelular natural, facilitando a proliferacéo e
diferenciacéo celular em culturas de tecidos (Vaziri et al., 2018). Seu uso no processo de
autoagregacao para a liberacdo de farmacos tem sido bastante estudado (Misra et al.,
2016; Jiang et al., 2006), uma vez que quando utilizada como matriz ou componente de

sistemas de liberac&o, a gelatina pode controlar a taxa de liberagdo do farmaco, formando
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redes tridimensionais projetadas para liberar a molécula de forma sustentada ao longo do
tempo (Misra et al., 2016; Lefebvre e Antonov, 2001). A taxa de liberagcdo pode ser
ajustada modificando a concentracdo de gelatina e o grau de reticulagdo de suas cadeias,
0 que pode melhorar a estabilidade dos farmacos (Panouillé et al., 2005; Lefebvre e
Antonov, 2001).

1.3 Auto agregacdo: Formagdo, Tamanho e Estabilidade

A formacéo de sistemas autoagregados possui grande dependéncia com a geometria
molecular do surfactante, dos eletrdlitos, pH, temperatura e do solvente. O fator de
empacotamento (P) é um parametro importante para prever o tipo de agregado formado
e considera a relagdo entre o volume da parte hidrofébica (V1), com a area polar (Ar)
multiplicada pelo comprimento da cauda (I;) (equacdo (1)) (Israelachvili et al., 1976;
Singh e Chauhan, 2020%). Os valores resultantes permitem classificar os tipos de
estruturas formadas, como exemplificado na tabela 1.

vr

P = (Equacéo 1)

"~ Aplr

Tabela 1: Formacdo de autoagregados conforme fator de empacotamento (P).

Fator de empacotamento Estrutura formada
..".mu..'5
1 T
P < /3 .."'.0......

Micela esférica

(] Re
..... 9
A §

“oennth’
Micela cilindrica

Micela reversa
Fonte: Adaptado Oseliero, 2013.
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As estruturas formadas podem ser caracterizadas com base em seu tamanho, forma,

estabilidade coloidal e pelas propriedades de viscosidade/viscoelasticidade dos sistemas.
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1.3.1 Reologia

Reologia é a ciéncia que estuda a deformac&o e escoamentos de fluidos a partir de
uma tensdo aplicada. O processo de deformacdo pode ser dividido em deformacdes
reversiveis e espontaneas, ocorrentes pela elasticidade ou deformacdes irreversiveis
definidas pelo fluxo ou escoamento (Blair, 1969; Toneli et al., 2005).

Neste caso, 0s materiais podem ser considerados ideais quando classificados como
solidos elasticos e liquido viscoso (Bird et al., 1983; Rao, 2005). Os sdlidos elasticos
conseguem retornar as dimensdes originais apos uma deformacéo dentro de um limite de
tensdo, enquanto os liquidos viscosos ndo possuem forma definida e apresenta um
escoamento irreversivel (Toneli et al., 2005; Rao, 1986; Diaz et al., 2004). Essas
classificacOes sao leis limites, na qual, a maioria dos materiais ndo se enquadram, pois
apresentam ambas as propriedades elasticas e viscosas, sendo assim considerados como

materiais viscoelasticos (Macosko, 1994; Tsugawa et al., 2019).

1.3.1.1 Reologia dos fluidos

A reologia dos fluidos é caracterizada pela deformacdo do material em uma
determinada taxa. Isso pode ser entendido a partir de duas placas paralelas separadas,
com um fluido entre elas, se uma das placas é fixa e a outra se move em uma velocidade
constante, isso € capaz de gerar um gradiente de velocidade no fluido, que é diretamente
relacionado a taxa de deformacéo (Bingham, 1922; Bird et al., 1983; Gray e Bonnecaze,
1998).

Nos fluidos ideais ou Newtonianos, a tensdo de cisalhamento (o) é diretamente
proporcional a taxa de deformacdo (y), resultando em uma relacdo linear (Bagnold, 1954;
Bird et al., 1983; Toneli et al., 2005). A resisténcia apresentada no processo de
escoamento do fluido é chamada de viscosidade newtoniana (u) e pode ser relacionada

pela equacdo (2).
. dv dv . ~
V=3 0= Hy = W (Equacéo 2)
Para os fluidos que ndo podem ser classificados como newtoniano, o coeficiente de
viscosidade € substituido pelo termo de viscosidade aparente (1)), que depende da taxa de
deformacdo y (s?). Esses fluidos séo classificados de acordo com seu comportamento

reoldgico, sendo dependentes ou ndo do tempo (Cates e Candau, 1990).
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o =n)y (Equagdo 3)

As medidas reoldgicas, em fluidos ndo-newtonianos expressam dois fenémenos
importantes em decorréncia da relagdo dependente da taxa de cisalhamento. Para valores
de viscosidade aparente que diminuem com o aumento da taxa de cisalhamento, os fluidos
sdo denominados pseudoplasticos ou “shear thinning”. Para o aumento da viscosidade
juntamente com a taxa de cisalhamento, os fluidos sdo denominados como dilatantes ou
“shear thickening” (Bagnold, 1954; Barnes et al., 1993; Macosko, 1994; Goodwin e
Hughes, 2000).

O modelo de Maxwell foi o primeiro a caracterizar fluidos viscoelasticos, que
combinam elementos elasticos e viscosos, propondo a analise dos fluidos analogos a uma
mola e um amortecedor em série (Macosko, 1994). No sistema mecanico, a parte elastica
(mola) se deforma instantaneamente quando uma forca € aplicada e retorna ao estado
original e a parte viscosa (amortecedor) sofre deformacao continua e ndo retorna ao estado
original (Barnes et al., 1993; Macosko, 1994; Semblat, 1997). Assim, 0s parametros
reoldgicos para este modelo sdo determinados pelo moédulo de armazenamento ou

elasticidade do fluido (G") e pelo modulo de perda ou viscosidade (G'') (equacéo (4) e

().

, G 2 2 -
G' = % (Equacéo 4)
G" = —lf‘::;i‘;z (Equagdo 5)

O modulo no platd (Go) quantifica a rigidez do material em equilibrio e esta
relacionado ao nimero de entrelacamentos moleculares a uma temperatura especifica
(Toneli et al., 2005). O tempo de relaxagao (tr) indica quanto tempo o material leva para
retornar ao equilibrio apés ser deformado. Esses parametros sao determinados a partir dos
valores de G' e G"' em uma frequéncia especifica (w. - Crossover Frequency), onde 0s
maodulos se apresentam iguais e, w. passa a ser inversamente proporcional ao tempo de
relaxagdo como visto nas equacdes (6) e (7) (Barnes et al.,1993; Francisco et al., 2010,
Francisco et al., 2012).

G'(we) = 6" = % (Equac&o 6)

We = = (Equacéo 7)

TR
A andlise reoldgica dos sistemas, juntamente com as analises de DLS e potencial
zeta, é importante para determinar os tipos de agregados formados para serem utilizados

como plataformas de encapsulamento do MDZ .
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1.3.2 Espalhamento Dinémico de Luz (DLS)

A técnica de espalhamento dindmico de luz (“Dynamic Light Scattering™), é
utilizada para medir o tamanho de particulas e a distribuicdo de tamanho em suspensdes
ou solucdes, a partir do movimento Browniano (Bhattacharjee, 2016). A técnica consiste
na incidéncia de um feixe de luz monocromatica (geralmente lazer) sobre a amostra onde
as particulas em movimento espalham a luz incidida em varias direces e angulos (8)
(Stetefeld et al., 2016; Postnov et al., 2020).

O vetor de espalhamento (q) que pode ser determinado pela equacdo (8), depende
do tamanho, forma e indice de refracdo (n) das particulas, as quais estdo em constante
movimento aleatorio, devido a colisdo com moléculas do solvente. A velocidade desse
movimento é inversamente proporcional ao tamanho das particulas, ou seja, particulas
menores se movem mais rapido que particulas maiores (Stetefeld et al., 2016; Postnov et

al., 2020).

=4 on 8
=7 2

(Equagéo 8)

Os resultados obtidos por DLS incluem flutuagdes na intensidade da luz espalhada
ao longo do tempo, que estdo diretamente relacionadas ao coeficiente de difusdo (Anzini
et al., 2022). O coeficiente de difusdo ( Dy) esta relacionado com o tamanho
hidrodindmico (Rj) das particulas e pode ser determinado pela anélise da fungdo de
correlacdo, que € como a intensidade da luz espalhada em um momento especifico se
correlaciona com a intensidade em um momento posterior e pode ser obtido através da

equacéo (9) de Stokes-Einstein (Hassan et al., 2015).
_ KgT
" (6mnRp)

Dy (Equacéo 9)

Além disso, o DLS analisa a funcéo da autocorrelacdo g,(t) que descreve como
a intensidade da luz espalhada em um instante se correlaciona com a intensidade em um
instante posterior (t, o tempo de atraso). A relag¢ao entre g,(7) e a funcdo de correlacéo

de campo elétrico g, (t) é expressa na equagdo (10) (Chandran, 2020; Kato, 2021).
g2(1) =1+ B|g:(D|? (Equacao 10)
Para particulas monodispersas, a funcdo de correlacdo de campo elétrico g, (1)

decai exponencialmente e pode ser descrita como:

g,(7) = e Pa’t (Equacdo 11)
O vetor de espalhamento (q) neste caso depende tanto do angulo de deteccéo (6)

quanto do comprimento de onda da luz utilizada e por meio do ajuste da curva de
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correlagéo obtida experimentalmente, é possivel determinar o coeficiente de difusdo (D)
das particulas (Chandran, 2020; Kato, 2021).

No geral a técnica apresenta varias vantagens como ser de rapida analise, ndo
destrutiva e requer pequenas quantidades de amostra. No entanto, também possui algumas
limitacGes, sendo sensivel a impurezas e de dificil interpretagdo em amostras altamente

polidispersas ou complexas (Nigro et al., 2021).

1.3.3 Potencial zeta

A técnica de potencial zeta € um método utilizado para medir a carga elétrica na
superficie de particulas em suspensdo em um liquido (Piedota et al., 2016; Smith et al.,
2017; Hou et al., 2019). Quando uma particula estd em um meio liquido, ela adquire uma
carga elétrica na sua superficie devido a ionizacdo de grupos funcionais ou adsor¢éo de
ions do meio e essa carga cria uma camada dupla elétrica ao redor da particula. Essa
camada é composta pela camada de Stern, onde os ions estdo fortemente ligados a
superficie da particula e pela camada de difusdo, onde os ions estdo mais livremente
associados e podem se mover sob a influéncia de campos elétricos (Predota et al., 2016;
Smith et al., 2017; Hou et al., 2019).

Para medir o potencial zeta de uma amostra, um campo elétrico é aplicado a
suspensao ¢ a velocidade de migracdo das particulas (v) ¢ medida e transformada em
mobilidade eletrosférica (u), levando em consideragdo a intensidade do campo elétrico

(E), como expresso na equacéo (12) (Clogston e Patri, 2011; Bhattacharjee, 2016).

v

n=z (Equacéo 12)

Particulas com alto potencial zeta (positivo ou negativo) tendem a se repelir

mutuamente, impedindo a agregacao e representando uma estabilidade na suspenséo. Por

outro lado, se o potencial zeta for baixo, as forcas de repulsdo sdo insuficientes para

superar as forcas de atracdo, levando a agregacdo e eventual sedimentacdo das particulas
(Clogston e Patri, 2011).

1.4 Sistemas autoagregados para a liberacdo de farmaco

Os sistemas agregados tém sido foco de pesquisas para aplicacdes farmacéuticas,
principalmente para formulagdo e liberacdo de farmacos. Esses sistemas formam
estruturas estaveis como micelas, hidrogéis e lipossomas que podem melhorar a

biodisponibilidade, estabilidade e especificidade de farmacos, ao mesmo tempo em que

24



minimizam efeitos colaterais (Liu et al., 2023; Salawi., 2022;0sorno et al., 2021). Uma
das principais vantagens dos sistemas autoagregados é a sua capacidade de manter
concentragfes de farmacos dentro dos niveis terapéuticos por periodos prolongados,
evitando as flutuagdes que sdo comuns nos métodos tradicionais de dosagem (Lavifia et
al., 2004). Eles podem ser adaptados para responder a fatores do meio, como o pH e
temperatura, permitindo uma liberacdo mais precisa e sustentada dos medicamentos. Em
geral, as micelas encapsulam os medicamentos em seus ndcleos, aumentando
solubilidade e biodisponibilidade do farmaco, como mostrado na Figura 5 (Liu et al.,
2023; Salawi, 2022; Sarode et al., 2020).

Figura 5: Esquematizacdo do uso de micelas para encapsulamento de farmacos.
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Fonte: Autoria propria.

O desenvolvimento de sistemas agregados para a liberacdo de farmacos oferece
abordagens promissoras para o tratamento de uma variedade de doencas, como é o caso
da liberacdo de MDZ através de sistemas autoagregados utilizando surfactantes e

biopolimeros descritos neste trabalho.

1.4.1 Perfil de liberacdo de fArmaco em matrizes poliméricas

A liberacdo de farmacos a partir de sistemas autoagregados envolve mecanismos
complexos que dependem das propriedades do farmaco e do surfactante/polimero e é
controlado por trés mecanismos principais: difusdo, entumecimento e erosdo. A difusédo
ocorre quando as moléculas do farmaco migram de uma area de maior concentracéo,
dentro do agregado, para 0 meio externo. O entumecimento, é caracteristico de agregados
hidrofilicos, como hidrogéis, que absorvem agua e aumentam de volume, criando canais

que facilitam a liberagdo do farmaco. Ja a erosdo envolve a degradacdo quimica ou fisica
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dos agregados, que libera o farmaco gradualmente ao longo do tempo (Kaunisto et al.,
2011; Salome et al., 2013; Kanjickal e Lopina, 2004).

Para descrever os mecanismos de liberacdo de farmacos, diversos modelos
matematicos tém sido amplamente aplicados, permitindo prever taxas de liberagdo. Os

principais modelos podem ser descritos na tabela 2.

Tabela 2: Modelos de andlises cinéticas de liberacdo de farmaco.

Modelo Equacao Principio

Ordem zero Q=0Qy+ky.t Liberacéo constante ao
longo do tempo,
independente da

concentracao.

Primeira Ordem aQ Liberagdo proporcional a

quantidade de farmaco

Higuchi Q =ky .\t Liberacdo baseada na raiz
quadrada do tempo,
refletindo processos

difusivos em matrizes

porosas.

Korsmeyer-Peppas Qr = ky_p.t" Liberagdo associada a

relaxamento da matriz.

Fonte: Autoria propria (Salome et al., 2013; Kanjickal e Lopina, 2004).

Os fatores que afetam a liberagdo do medicamento incluem a permeabilidade do
agregado, solubilidade do medicamento e tamanho molecular (Salome et al., 2013).
Compreender essas relacdes € essencial para a criacdo de sistemas eficazes de
administracdo de medicamentos adaptados a aplicagdes especificas (Salome et al., 2013;
Kanjickal e Lopina, 2004).

1.4.2 Metronidazol

O MDZ foi desenvolvido durante a década de 1950 como parte da busca por novos
agentes antiprotozoarios e possui atuacdo em tratamentos de infec¢fes por bactérias
anaerobias, por protozodrios, incluindo giardiase, amebiase e tricomoniase e vaginose

bacteriana (Kalaiarasi et al., 2019; Pérez-Trallero e Iglesias, 2010).
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Quimicamente, 0 MDZ é um derivado do nitroimidazol, com a formula molecular
CeHoN3O3 e estrutura composta por um anel imidazol ligado a um grupo nitro e a um
grupo etil (fig. 6). A presenca do grupo nitro é crucial para a atividade antimicrobiana,
pois é esse grupo que, ao ser reduzido nas celulas alvo, formam compostos que causam
danos ao DNA das células microbianas ou protozoérias (Kalaiarasi et al., 2019; Pérez-

Trallero e Iglesias 2010; Ferreira et al.,2024).
Figura 6: Estrutura quimica do Metronidazol.
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Fonte: Adaptado Dids, 2016.

Essa estruturacdo permite sua incorporagdo em sistemas de autoagregagdo, como
lipossomas e nanoparticulas, que melhoram a entrega do farmaco, aumentam a eficacia
terapéutica, a estabilidade e biodisponibilidade, além de reduzir os efeitos colaterais
(Pramar et al., 2021; Ceruelos et al., 2019). Alguns trabalhos investigaram o uso de
lipossomas carregados com MDZ para tratar infeccdes localizadas, como periodontite,
onde a liberacdo controlada e sustentada do farmaco pode proporcionar melhores
resultados clinicos (Zamani et al., 2010; Blanco et al., 2022; Ferreira et al., 2024).

1.5 Objetivos

Obtencéo de agregados formados pelos biossurfactantes lecitina e deoxicolato de
sodio (NaDC) na presenca dos biopolimeros pectina ou gelatina em diferentes
concentragdes (1, 3 e 5% (m/m)) para serem utilizados como sistemas de encapsulacéo e

liberacdo do fa&rmaco MDZ.

1.5.2 Objetivos especificos
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= Elaboracdo de sistemas formados por lecitina/NaDC nas concentragdes
200mM/200mM, 200mM/100mM e 100mM/200mM com adigéo de pectina 1%,
3% e 5% (m/m) com e sem MDZ;

= Elaboracdo de sistemas formados por lecitina/NaDC nas concentragdes
200mM/200mM, 200mM/100mM e 100mM/200mM com adicéo de gelatina 1%,
3% e 5% (m/m) com e sem MDZ;

= Determinacgdo das propriedades reoldgicas dos sistemas elaborados;

= Determinacdo dos tamanhos dos agregados formados através de espalhamento de
luz dindmico (DLS);

= Determinagdo da estabilidade coloidal atraves do potencial zeta (PZ);

= Identificacdo dos componentes presente no sistema por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

= Estudo in vitro dos perfis de liberacdo de farmacos a partir das formulacdes
utilizando células de difusdo vertical,

= Avaliacdo dos mecanismos envolvidos na liberagdo modificada do farmaco.

2 CAPITULO 2: MATERIAIS E METODOLODIA

2.1 Preparo dos sistemas

Para a preparacdo dos sistemas foi utilizado solucdes estoque de lecitina de soja
(Sigma-Aldrich®; CAS-No: 8002-43-5) e NaDC (Merck Millipore; CAS-No: 302-95-4)
em metanol (Sigma-Aldrich®). As concentracdes de lecitina/NaDC variaram, formando
trés grupos (200mM/200mM, 200mM/100mM e 100mM/200mM) como descrito na
tabela 3.

Para cada grupo, foram misturados 5 ml de solucdo estoque de lecitina e 5 ml de
solucgéo estoque de NaDC, sob agitagdo a 400 rpm por 1h, seguidos de evaporacdo do
metanol a 35°C. Apos secos, foi adicionado 1%, 3% e 5% (m/m) de pectina citrica
(Sigma-Aldrich®; CAS-N0:9000-69-5) ou gelatina (CAS-No: 25322-68-3) em solugéo
aquosa e mantidos sob agitacdo magnética por 24h a 100 rpm.

Sistemas contendo MDZ (Sigma-Aldrich®) foram preparados com 100mM de
lecitina e 200mM de NaDC. Cerca de 0,059 do farmaco foi dissolvido nas solucbes
aquosas de pectina ou gelatina a 1%, 3%, e 5% (m/m) e mantidos sob agitacdo magnética
por 24h a 100 rpm.
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Tabela 3: Concentragdes dos sistemas com e sem farmaco.

Sistemas Concentragcdo de  Concentragdo  Concentragao de pectina
Lecitina (mM)  de NaDC (mM) ou gelatina (m/m)
Sistema 1 200 200 1%; 3% e 5%
Sistema 2 200 100 1%; 3% e 5%
Sistema 3 100 200 1%; 3% e 5%
Sistema 4/MDZ 100 200 1%; 3% e 5%

Fonte: Autoria propria.

Todos os sistemas foram deixados em repouso para as analises e registro por fotos
em periodos de 24h, 48h e 72h. Apds as amostras foram caracterizadas por FTIR, DLS,
PZ, reologia e avaliagdo in vitro dos perfis de liberagdo das amostras contendo farmacos.

A Figura 7 ilustra o procedimento de obtencao dos sistemas com e sem farmaco.

Figura 7: Esquema metodoldgico da obtencéo dos sistemas.

vy -

Lecitina e NaDC Evaporagio
200/200mM; 200/100mM do metanol HEEE RN
e 100/200mM em metanol (35°C) e AN SN A B

Solugdes de 1%; 3%
e 5% de gelatina ou

pectina com e sem
MDZ

Agitagio magnética por
24h a 100 rpm.

Fonte: Autoria propria.

2.2 Reologia

As andlises reoldgicas foram feitas usando o rebmetro HaaKe RheoStress 1
(Thermo Fisher Scientific®) com temperatura controlada a 25,00 °C pelo banho
termostatico externo (Haake F6/8 - Thermo Fisher Scientific®), com preciséo de + 0,01
°C. Para a avaliacdo dos sistemas mais fluidos foi utilizado o conjunto de geometria Z20

Din Ti e para os sistemas menos fluidos foi usada a geometria de placas paralelas P61
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para a base e PP35Ti para o rotor, com gap de 1 mm. As medi¢es no modo oscilatorio
foram conduzidas dentro da faixa de viscoelasticidade linear, determinada por meio de
varreduras dindmicas de deformacdo. As analises de curva de fluxo foram feitas com a
aplicacdo de uma taxa de cisalhamento (y) entre 0,01 e 100 s e as analises de frequéncia

foram realizadas entre 0,01 e 100 Hz mantendo-se a tensdo t = 0,1 Pa.

2.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

O tamanho dos agregados e o potencial Zeta foram determinados pelo
equipamento Zetasizer Nanoseries modelo NanoZS90 (Malvern®). As amostras foram
diluidas e colocadas em célula de quartzo ZEN2112 para as analises de DLS. As medidas
de PZ foram feitas utilizando uma célula capilar (modelo DTS1070). As analises em
triplicata, foram processadas pelo software Zetasizer® a 25 °C e analisadas por ANOVA
unidirecional, com significancia de 5% (p < 0,05). O teste de Tukey com 5% de
significancia foi feito usando o software Minitab 18 (Minitab Inc., State College, PA,
EUA).

2.4 Infravermelho com Transformada de Furrier (FTIR)

Para analise, as amostras foram secas na estufa por 24h a 30°C. Os espectros foram
obtidos utilizando um espectrémetro FT-IR Tensor Il (Bruker ®) usando o acessoério ATR
(Attenuated Total Reflectance) ou pastilha de KBr. Foram feitas 64 varreduras no

intervalo de 400 cm™ a 4000 cm™ com resoluc¢ao de 2 cm™.

2.5 Sistemas de liberacdo de farmaco
2.5.1 Avaliacdo in vitro dos perfis de liberacdo dos farmacos

O estudo foi realizado em ceélulas de difusdo de Franz (30 mL) a 37+3°C, com
agitacdo constante de 300 rpm. Foi utilizado como meio receptor uma solugcdo aquosa
composta por 0,16M de Na,HPOs4, 0,00138M de KH2PO4 e 0,136M de NaCl. O

funcionamento das células de difusdo pode ser analisado na figura 8.

Figura 8: Funcionamento das células de difusdo vertical de Franz.
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Fonte: Autoria propria.

Uma membrana de éster de celulose hidratada foi posicionada entre o0s
compartimentos doador e receptor. No compartimento doador, foram aplicados 50 puL da
solugdo receptora sobre a membrana, seguidos de 500 uL. da formula¢do. Amostras de
1,0 mL do liquido receptor foram coletadas em intervalos pré-definidos (30 min, 1h, 2h,
4h, 6h, 8h e 24h) e os volumes retirados foram repostos com a solucdo receptora. As
quantidades cumulativas de farmaco foram calculadas com base no volume da célula, na
concentracéo retirada e na massa total. A figura 9 ilustra os processos realizados para a

avaliacdo dos perfis de liberagdo dos sistemas contendo gelatina ou pectina com MDZ.

Figura 9: Procedimentos para a anélise dos perfis de liberagdo de farmaco.
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Fonte: Autoria propria.
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2.5.2 Determinagéo do teor do farmaco nos sistemas

O teor do Metronidazol foi determinado a partir de diluicdes de amostras de 0,5
mL da formulacdo. Amostras com gelatina foram solubilizadas na fase mével, enquanto
as com pectina foram solubilizadas em agua Mili-Q. Apés filtragdo em membrana de
nylon de 0,22 um, as amostras foram quantificadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE - Proeminence-Shimadzu®), equipado com controlador CBM-20A,
bomba LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD, modelo SPD-M20A),
desgaseificador (DGU-20A5R), forno (CTO-20A) e auto-amostrador (SIL-20AHT).

A fase mével foi composta por metanol e agua Mili-Q (1:1 v/v), volume de injecdo
de 20 uL, fluxo isocratico de 0,8 mL/min, coluna de fase reversa C18 (Shimadzu® Shim-
pack VP-ODS C18, 4,6 um, 250 x 4,6 mm), temperatura a 40°C, tempo de eluicdo de 10
min e deteccdo a 320 nm. Os dados foram adquiridos e analisados com o software
Shimadzu® LabSolution. O teor foi expresso como a porcentagem de farmaco na
composicao e os ensaios de quantificagdo foram realizados em triplicata.

3 CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSOES

A escolha das concentragdes de lecitina/NaDC 200mM/200mM, 200mM/100mM
e 100mM/200mM foi baseada na necessidade da formacdo de sistemas mais
viscoelasticos e para explorar como diferentes proporcdes desses componentes anfifilicos
influenciam o tamanho e morfologia dos agregados. J& as concentragdes de 1%, 3% e 5%
de pectina e gelatina foram escolhidas para avaliar o impacto desses biopolimeros na

formacdo de agregados de lecitina e sal de bile adequados para a liberacdo do farmaco.

3.1 Sistemas sem matriz polimérica

Os aspectos macroscopicos dos sistemas de controle contendo 200mM/200mM,
200mM/100mM e 100mM/200mM de lecitina/NaDC em solucbes aquosas podem ser
observados na figura 10. Inicialmente, € visivel uma coloracdo amarelada nos sistemas
recém preparados, que podem ser atribuidos a lecitina (Chan et al.,2009). Para 0s sistemas
com 200mM/200mM, é perceptivel que as amostras se tornam brancas e opacas apos 24h,
enguanto os sistemas 200mM/100 e 1200mM/200mM a mudanca de coloracao e opacidade

ocorrem somente ap6s 48h, indicando a formacao de estruturas maiores, possivelmente
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lamelas, como observado em outros trabalhos (Khalatur et al., 1996; Cautela et al., 2017,
Tung et al., 2006; Agrawal et al., 2021).

Figura 10: Caracteristicas visuais dos sistemas 200mM/200mM, 200mM/100mM,
100mM/200mM de Lectina/NaDC, recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.

) Recem ) ) )
Sistemas Apos 24h Apos 48h Apoés 72h
preparados

Lecitina/NaDC

200mM/200mM

200mM/100mM

100mM/200mM

Fonte: Autoria propria.

O gréfico apresentado na figura 11 mostra a funcdo de correlagcdo obtida pela

técnica de DLS. O decaimento exponencial da fungéo de correlagdo reflete 0 movimento

das particulas, a qual, particulas menores se movimentam mais rapidamente e apresentam

um decaimento mais rapido, enquanto particulas maiores, com movimento mais lento,

resultam em um decaimento mais retardado (Bhattacharjee, 2016; Stetefeld et al., 2016;
Postnov et al., 2020).
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Figura 11: Curva de correlagdo dos sistemas controle de lecitina/NaDC nas
concentragdes de 200mM/200mM, 200mM/100mM, 100mM/200mM.
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Fonte: Autoria propria.

A curva azul correspondente ao sistema 200mM/200mM apresenta uma taxa de
variacdo maior nos primeiros microssegundos, sugerindo a presenca de particulas
pequenas e altamente moveis, refletidas em um decaimento rapido da curva de correlagdo
(Mariani et al., 2016).

A curva amarela, representando o sistema 200mM/100mM mostra um decaimento
mais lento e muito proximo a curva roxa referente ao sistema 100mM/200mM. Neste
caso, a diminuicdo da concentracdo de NaDC, determina a reducdo na intensidade da
repulsdo eletrostatica, permitindo a formac&o de particulas ligeiramente maiores e menos
dindmicas do que no sistema anterior (Mariani et al., 2016; EI-Demrdash et al., 2021). Ja
a curva roxa, com menos lecitina disponivel, a formacdo de micelas é limitada e resulta
em particulas com tamanhos mais variados e maior heterogeneidade. Isso se traduz em
um decaimento da correlacdo rapido seguido de um decaimento leve, demostrando um
comportamento bimodal (Mariani et al., 2016).

A estabilidade dos sistemas coloidais pode ser determinada por analises de PZ,
(tabela 4).

Tabela 4: Valores de PZ para os sistemas controle de lecitina/NaDc nas
concentragdes de 200mM/200mM; 200mM/100mM e 100mM/200mM
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Controle

200mM/200mM  -12,1+ 0,52
200mM/100mM -8,5+ 0,82
100mM/200mM  -13,6+1,1%¢

Médias que ndo compartilham uma letra sao significativamente diferentes.

Lectina/NaDC

Fonte: Autoria propria.

Os valores indicam que os agregados possuem uma carga superficial negativa
devido a presenca das moléculas do sal de bile. O sistema 100mM/200mM apresenta o
valor de PZ mais negativo (-13,6 £ 1,1 mV), o que pode ser atribuido a uma maior
dissociacdo do NaDC ou a interagdes mais efetivas entre a lecitina e 0 NaDC nesta
proporc¢éo especifica. O sistema 200mM/200mM tem um valor intermediario (-12,1 + 0,5
mV), enquanto o sistema 200mM/100mM apresenta um valor negativo menor (-8,5 £ 0,8
mV), indicando uma menor repulsdo eletrostatica em que as particulas estdo mais
propensas a se agregarem e tornando o sistema menos estavel. Os resultados foram
submetidos a uma andlise estatistica (ANOVA) seguida de um teste de comparacdo
maltipla, mostrando que os valores de PZ ndo apresentam diferencas significativas entre
0s sistemas controle.

As medidas de reologia foram feitas no modo rotacional (curvas de fluxo) e no
modo oscilatorio (varredura dindmica de tensdo e varredura de frequéncias). As curvas
de fluxo mostram como a viscosidade dos sistemas varia com a taxa de cisalhamento. J&
as varreduras dinamicas de tenséo séo feitas para determinar a regido de viscoelasticidade
linear, estabelecendo assim a faixa de deformacdo ou de tensdo que pode ser utilizada
sem comprometer a estrutura dos agregados formados (Barnes et al., 1993; Macosko,
1994). A varredura de frequéncia fornece informagdes sobre a viscoelasticidade dos
sistemas, comparando os mdédulos de armazenamento (G') e de perda (G''), que é
determinado através da aplicacdo de uma deformacéo senoidal, sem que seja perturbada
a estrutura dos sistemas (Barnes et al., 1993).

A figura 12a apresenta o grafico da viscosidade () em fungdo da taxa de
cisalhamento (y). O sistema lecitina/NaDC 200mM/200mM apresenta um
comportamento inicial caracterizado por um leve aumento na viscosidade em baixas taxas
de cisalhamento (shear thickening), seguido por uma reducao da viscosidade conforme a

taxa de cisalhnamento aumenta (shear thinning). Esse leve espessamento inicial ocorre em
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baixas taxas de cisalhamento, devido &s moléculas de lecitina/NaDC, em concentra¢des
equimolares, formarem redes estruturais mais densas e a medida que o cisalhamento se
intensifica, essas estruturas comecam a se alinhar ao fluxo ou a se romper (Mekkaoui et
al., 2021; Njauw et al., 2013). O sistema lecitina/NaDC 200mM/100mM apresenta um
comportamento mais pronunciado de shear thickening em baixas taxas de cisalhamento,
seguido por shear thinning em taxas mais elevadas. Por sua vez, o sistema
100mM/200mM apresenta apenas comportamento de shear thinning e os valores de
viscosidade em altas taxas de cisalhamento € menor em comparacgao aos outros sistemas,
0 que pode ser explicado pelo excesso de NaDC em relacdo a lecitina, favorecendo a
formagao de micelas menores ou menos estaveis.

O gréfico da figura 12b apresenta os dados de varredura de frequéncia para 0s
sistemas controle. O sistema lecitina/NaDC 200mM/200mM apresenta o ponto de
crossover em 1,5 Hz e em altas frequéncias os valores de G' aumentam, mostrando a
formacéo de uma estrutura rigida. No sistema lecitina/NaDC 200mM/100mM, o ponto de
crossover ocorre em frequéncias mais altas (10 Hz), sugerindo uma rede menos densa e
menos elastica. O sistema lecitina/NaDC 100mM/200mM apresenta 0s menores valores
de G’ numa dada frequéncia, indicando que o sistema é mais fluido e a formacéo de redes

tridimensionais é menos eficiente.

Figura 12: Ensaios reoldgicos a) Curva de fluxo e b) varredura de frequéncias do
controle de lecitina/NaDC (m) 200mM/200mM (' )200mM/100mM e (A)

100mM/200mM.
Y ) 10
10% .
1 .t
10°4 L] 50 N E
1 o" o ﬁ;
A om 4
A © IOD} ] AAKA
G105 A o agea
o H ) a
- a" HgAa ) 10-2} éug"
3 umt .- _oEmi
n
ap, (U] 1 28 B EQ“ e
| 104 Hu@ fia
10° gy, N
AL, 3 apl
A, ‘
0% A u
{ =l
T . . i .
102 101 10° 10t 102 10 . . ; . .
2 o 5 " -
Taxa de cisalhamento (s™) 10 10 ‘o Il-?z 10 10

*Qs simbolos cheios representam os médulos G e os simbolos vazados representam os médulos G/

Fonte: Autoria propria.

3.2 Sistemas contendo matriz polimérica
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3.2.1 Influéncia da pectina na formacéao de agregados

A figura 13 apresenta as caracteristicas macroscopicas das solucdes controle de
pectina 1%; 3% e 5%. E possivel analisar que a pectina 1% apresenta uma tonalidade de
branco opaco e que nas concentracdes maiores 0s sistemas sdo levemente amarelados e

opacos. Nao hé variacdo visual das solucdes de pectina no periodo analisado.

Figura 13: Caracteristicas visuais dos sistemas de controles de pectina (1%, 3% e

5%) recém preparados, apés 24h, 48h e 72h.

_ Recém ) ) ]
Sistemas Apos 24h Apos 48h Apoés 72h
preparados

Pectina 1%

Pectina 3%

Controle

Pectina 5%

Fonte: Autoria propria.

A figura 14 apresenta os sistemas contendo lecitina/NaDC 200mM/200mM com

diferentes concentracgdes de pectina.
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Figura 14: Caracteristicas visuais dos sistemas de 200mM/200mM lectina/NaDC
de pectina (1%, 3% e 5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.

) Recém ] ] ]
Sistemas Apo6s 24h  Ap6s48h  Apos 72h
preparados
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Pectina 3%

200mM/200mM

Pectina 5%

Fonte: Autoria propria.

As solucdes de lecitina/NaDC com 1% de pectina no intervalo de até 24h
apresentaram uma aparéncia mais amarelada e translicida, sugerindo que as particulas
coloidais estdo homogeneamente dispersas no meio (Agrawal et al., 2021). Apods 48h, é
observado um aumento na turbidez do sistema ficando esbranquicado, indicando que as
particulas comecam a se agregar (Tung et al., 2006; Agrawal et al., 2021). Os sistemas
contendo 3% e 5% de pectina apresentam uma instabilidade coloidal ja nas primeiras
horas, evoluindo o processo de agregacao por até 48h apds o preparo. Em particular, para
a amostra de 5% observa-se a formacéo de sistemas que ndo escoam do frasco apds 72h

de preparo, indicando a formacao de um gel. Neste caso, a maior concentracao de pectina
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levou a formacdo de uma rede tridimensional, possivelmente devido a reticulacdo com
cations divalentes presentes no sistema (Lins, 2010). Assim, a auséncia de formac&o de
gel nos sistemas com 1% e 3% pode ser atribuida & uma concentragdo minima de pectina
para atingir a densidade critica de interagdes entre a pectina, lecitina, NaDC, as moléculas
de agua e os cations divalentes, que permitem a formacdo do gel (Tung et al., 2006;
Agrawal et al., 2021).

Os sistemas contendo menor concentracdo de NaDC (lecitina/NaDC
200mM/100mM) na presenca de pectina (fig. 15) sdo macroscopicamente semelhantes
aos sistemas lecitina/NaDC 200mM/200mM, exceto pela ndo formacéo de gel com 5%
de pectina. Neste caso, a auséncia da formac&o de gel pode ser atribuida a diferenga na
concentragdo de NaDC, assim como o favorecimento da formagdo de micelas ou outras
estruturas coloidais que acabam por criar um ambiente fisico-quimico que ndo permite a
formacéo de uma rede tridimensional. Além disso, pode ser ocorrente a agregacéo de ions
necessarios para a gelificacdo impedindo o processo (Said et al., 2023; McClements,
2017).

Figura 15: Caracteristicas visuais dos sistemas de 200mM/100mM Lectina/NaDC
de pectina (1%, 3% e 5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.
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Pectina 3%
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Pectina 5%

Fonte: Autoria propria.

Os sistemas lecitina/NaDC 100mM/200mM (fig. 16) recém preparados s&o menos
amarelados dos que os apresentados anteriormente, uma vez que o amarelado é devido
aos carotenoides lipossoluveis que estdo presentes na lecitina, e nesses sistemas a lecitina
estd menos concentrada (Kopec et al., 2018). O NaDC em maiores concentracfes pode
ajudar a desestabilizar as micelas de lecitina formadas ou outras estruturas coloidais,
liberando ions que podem ser necessarios para a gelificacdo do sistema como € visto nas
trés concentracOes de pectina apds 48h. Além disso, a protonacao ou a desprotonacao dos
grupos carboxila e hidroxila da molécula de NaDC pode alterar a carga geral do sistema,
afetando consequentemente o pH e a forca idnica da solugdo de maneira que favoreca a
formagéo de gel (Cautela et al., 2017).

Figura 16: Caracteristicas visuais dos sistemas de 100mM/200mM lectina/NaDC
de pectina (1%, 3% e 5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.
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Pectina 3%

Pectina 5%

Fonte: Autoria propria.

Os espectros de infravermelho dos sistemas de lecitina/NaDC 200mM/200mM na
presenca de pectina (1%, 3% e 5%) sdo apresentados na figura 17a. As bandas em 2923
cm! e 3325 cm' esta associada ao estiramento C-H, e ao estiramento O-H,
respectivamente, presentes na lecitina, no NaDC e na pectina. As bandas em 1403 cm™!
e em 1561 cm™ ¢é caracteristica das vibragdes de deformagdo Ssimétrica dos grupos
carboxilato (-COO"). A banda em 1043 cm™! esta relacionada ao estiramento C-O-C
presente na estrutura da pectina (Choragudi et al., 2021; Barani et al., 2018). As amostras
contendo 1% e 3% de pectina apresentam espectros semelhantes, enquanto a amostra
com 5% apresenta uma diferenca na intensidade das bandas. Isso ocorre porque
concentracdes de 1% e 3% de pectina representam sistemas onde a quantidade de pectina
é suficiente para interagir com todas as moléculas dos surfactantes (Barani et al., 2018).

Os espectros dos sistemas lecitina/NaDC 200mM/100mM (fig. 17b) séo
semelhantes aos espectros discutidos para o sistema anterior. Entretanto, é observado
como diferenca o surgimento da banda 1739 cm™!, associada ao estiramento dos grupos
carbonila (C=0) e a banda em 1370 cm™’, relacionada aos grupos carboxilato (-COO")
(Choragudi et al., 2021; Barani et al., 2018).

Os espectros dos sistemas de lecitina/NaDC 100mM/200mM com pectina (fig.
17¢) mostram que 0 aumento na concentracdo da pectina leva a uma diminuigcdo na

intensidade das bandas, principalmente aquelas associadas a lecitina. A banda
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proeminente em 1556 cm™ indica interagdes envolvendo grupos carboxilato (estiramento
assimétrico de carboxilatos (COO")) ou amino (N-H), possivelmente refletindo a
reestruturacdo dos agregados. A reducdo da lecitina nesse sistema pode diminuir a
formacéo de micelas ou agregados, modificando a maneira como as moléculas de NaDC

e pectina interagem (Zhang et al., 2017), alterando a intensidade das bandas.

Figura 17: Espectro da a) sistema 200mM/200mM, b) 200mM/100mM e c)
100mM/200mM de lecitina/NaDC contendo pectina (-) 1%; (-) 3%; () 5%.
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Fonte: Autoria propria.

O gréfico de funcgéo de correlacdo obtido por DLS para sistemas controle de pectina
a 1%, 3% e 5% pode ser observado na figura 18a. No sistema a 1% e 3%, a baixa
concentracdo de pectina resulta curvas de correlacdo que decaem mais rapidamente,
caracterizando sistemas com particulas pequenas e maior homogeneidade, com poucas
interacdes intermoleculares entre as cadeias poliméricas, fazendo com que as particulas

se difundam rapidamente no meio (Huang etal., 2017; Lima et al., 2009). Por outro lado,
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no sistema com 5% pectina, a curva de correlagdo cai a uma taxa menor devido a alta
concentracdo das cadeias poliméricas, levando a interacBes intermoleculares mais
intensas e a formacdao de grandes agregados ou redes . Neste caso, essas particulas maiores
tém menor mobilidade no meio devido ao aumento do raio hidrodindmico e a maior

viscosidade do sistema (Lima et al., 2009).

Figura 18: Curva de correlacdo a) sistema 200mM/200mM, b) 200mM/100mM e

¢) 100mM/200mM de lecitina/NaDC contendo pectina (-) 1%; (-) 3% e (-) 5%.
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Fonte: Autoria propria.

O grafico de fungdo de correlacdo para o sistema lecitina/NaDC 200mM/200mM
mostra um decaimento mais rapido para os sistemas com 3% e 5% de pectina, indicando
que as particulas formadas sdo menores. Neste caso, quando a pectina esta presente em
concentragcdes mais altas, ela passa a ser o principal agente estabilizante, competindo com
os surfactantes pela superficie das particulas e favorecendo interacdes pectina-particula

em vez de interacOes surfactante-surfactante (Lima et al., 2009), resultando em particulas
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menores e mais dispersas. Por outro lado, no sistema com 1% de pectina é observado um
decaimento mais lento da curva, sugerindo que a concentracdo de pectina é insuficiente
para estabilizar adequadamente as particulas, permitindo que as interacGes se
intensifiguem e resultem na formacdo de agregados maiores, contribuindo para a
dispersdo de tamanhos variaveis e resultando em um sistema mais polidisperso.

No sistema 200mM/100mM, a reducdo na concentragdo de NaDC altera o
equilibrio do sistema, gerando um comportamento diferente. Nesse caso, em 1% de
pectina, a baixa quantidade do polimero limita as interacbes com os surfactantes,
resultando em particulas menores com alta mobilidade. Em 3% de pectina, a concentracao
intermediéaria favorece a formacédo de agregados maiores, ja que ha maior disponibilidade
do polimero para interagir com a lecitina e 0 NaDC. J& em 5% de pectina, 0 excesso do
polimero satura as interacbes com os surfactantes, estabilizando particulas menores e
reduzindo a formacéo de agregados grandes (Huang et al., 2017; Limaet al., 2009), o que
novamente resulta em particulas menores, mais méveis e em um decaimento mais rapido
da curva, em comparagdo ao sistema com 3%.

Por outro lado, no sistema 100mM/200mM, a diminuicdo da concentracdo de
lecitina influencia diretamente a capacidade do sistema de formar micelas ou vesiculas
estaveis, 0 que torna a proporc¢do de pectina ainda mais critica. Nesse sistema, as curvas
de 1% e 3% apresentam decaimento mais rapido, sugerindo particulas menores e mais
dindmicas. Ja o sistema com 5% de pectina tem decaimento mais lento, o que pode ser
explicado por interagBes competitivas entre o polimero e os surfactantes, levando a
formagdo de particulas maiores ou menos dindmicas. A reducdo de lecitina limita a
estabilidade geral das particulas, tornando o comportamento mais dependente da
interacdo com a pectina (Huang et al., 2017; Lima et al., 2009).

O fato de o valor maximo da funcdo de correlagdo para 5% no sistema
100mM/200mM ser muito menor que 1 e ndo apresentar comportamento de decaimento
exponencial sugere que ha uma falta de uniformidade no sistema, que pode ocorrer devido
a formacdo de estruturas instdveis ou mal definidas, como agregados de tamanho
heterogéneo ou particulas grandes que ndo seguem um movimento Browniano tipico
(Yang et al., 2008; Duri et al., 2005). Esse comportamento também pode ser indicativo
de um sistema fora de equilibrio, onde as interagdes entre os componentes (lecitina, NaDC
e pectina) ndo sdo suficientemente coesas para formar particulas bem definidas.

A tabela 5 mostra os valores de PZ e seus desvios padrédo para diferentes sistemas

de lecitina/NaDC contendo pectina. No sistema controle de pectina os valores de PZ séo
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negativos, indicando uma dispersdo estavel devido a repulsdo eletrostatica entre as
particulas carregadas negativamente. A variacdo nos valores com diferentes
concentragOes de pectina pode estar associada & quantidade de carga negativa fornecida
pela pectina (Clogston e Patri, 2011; Mukherjee et al., 2016).

Tabela 5: Valores de PZ para sistemas de lecitina/NaDC contendo pectina.
Pectina1%  Pectina 3% Pectina 5%
-22,142,94%d .10,3+4,197  -12,0%5,67%
200mM/200mM  -27,3+12,5%%€  -32,8+14,0°% 35 30+6,69%
200mM/100mM  -32,1+12,1%  -38,2+11,70% -20,30+6,283°
100mM/200mM  -38,9+7,66°  -39,4+7,57%  -46,70+5,09%

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Fonte: Autoria propria.

Para a combinacgdo de 200mM/200mM de lecitina/NaDC os valores de PZ mudam
significativamente, resultado em valores mais negativos para pectina 1% (-27,3+12,5
mV), pectina 3% (-32,8 + 14,0 mV) e para pectina 5%, (-35,30 £ 6,69 mV). Esses
resultados indicam que, aumentar a concentra¢do de pectina pode aumentar a adsor¢ao
do polimero na superficie das particulas, afetando as cargas superficiais e,
consequentemente, o PZ (Clogston e Patri, 2011; Mukherjee et al., 2016).

Reduzindo a quantidade de NaDC para 100mM ¢é perceptivel um aumento nos
valores negativos do PZ para pectina 1% (-32,1 £ 12,1 mV) e pectina 3% (-38,2 + 11,7
mV), indicando maior estabilidade. Para pectina 5%, a negatividade diminui (-20,30 *
6,28 mV) em comparacao com a proporcdo anterior, sugerindo que a quantidade de NaDC
influencia fortemente a carga superficial das particulas (Clogston e Patri, 2011;
Mukherjee et al., 2016).

Quando a quantidade de NaDC é maior que a de lecitina (L00mM/200mM), ha
um aumento em méddulo dos valores negativos do PZ para pectina 1% (-38,9 + 7,66 mV),
pectina 3% (-39,4 £ 7,57 mV), e pectina 5% (-46,7 £ 5,0 mV). Esse comportamento pode
ser atribuido a maior concentracdo de NaDC, que intensifica a carga negativa na
superficie das particulas devido a sua natureza anionica, resultando em uma estabilidade
coloidal significativa, como indicado pelos altos valores negativos de PZ (Clogston e
Patri, 2011; Mukherjee et al., 2016).
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Os ensaios reoldgicos apresentados na Figura 19 mostram as curvas de fluxo de
solugdes de pectina em concentragdes de 1%, 3% e 5%, comparando sistemas controle e
sistemas contendo lecitina/NaDC em diferentes propor¢des (200mM/200mM,
200mM/100mM e 100mM/200mM). Nos sistemas controle de pectina, a viscosidade
inicial das solucGes aumenta proporcionalmente a concentracdo do biopolimero. A
solucdo com 1% de pectina apresenta uma viscosidade inicial relativamente baixa, que
permanece constante em baixas taxas de cisalhamento, apresentando um comportamento
tipico de solucBes diluidas, onde as interacdes intermoleculares sdo limitadas e as
macromoléculas estdo amplamente dispersas (Rubio-Hernandez et al., 2020). Com 3%
de pectina, a viscosidade diminui progressivamente com o aumento do cisalhamento, um
comportamento shear thinning atribuido ao alinhamento das cadeias de pectina ao longo
do fluxo. Para o sistema com 5% de pectina, a viscosidade inicial é significativamente
maior, indicando uma solu¢do com uma densa malha polimérica. Neste sistema, a curva
de viscosidade apresenta leve aumento em resposta ao cisalhamento, denominado "shear
thickening transitério”, e é atribuido a um rearranjo temporario ou reestruturacdo das
macromoléculas antes que elas se alinhem completamente (Milchev et al., 1999; Porfirio,
2021; Rubio-Hernandez et al., 2020).

Nos sistemas com lecitina/NaDC, os resultados também mostram comportamento
shear thinning, contudo, com varia¢fes dependendo da concentracdo de pectina e das
proporcOes de lecitina/NaDC. No sistema 200mM/200mM, a viscosidade inicial do
sistema com 5% de pectina € menor do que a do sistema com 1%, que pode ser explicado
pela formacéo de redes incompletas, onde, em concentra¢fes mais altas de pectina, as
moléculas tendem a formar agregados que reduzem as interacdes efetivas, resultando em
uma viscosidade inicial mais baixa. Por outro lado, o sistema com 3% de pectina
apresenta uma viscosidade significativamente maior, indicando que a densidade de
pectina atinge um ponto critico, resultando em uma rede viscosa e estruturada. Nos
sistemas 200mM/100mM e 100mM/200mM, a viscosidade aumenta proporcionalmente
a concentracdo de pectina, o que indica uma maior formacdo de estruturas
intermoleculares mais densas.

As diferencas observadas entre o sistema controle e aqueles contendo
lecitina/NaDC podem ser explicadas pelas interagdes quimicas e estruturais que ocorrem
no sistema. A pectina, como um polissacarideo aniénico, possui grupos carboxilicos que
podem interagir com as micelas por meio de ligacGes ibnicas ou de hidrogénio. A

lecitina/NaDC, por sua vez, formam micelas que podem interferir na organizacao da rede
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polimérica, modificando o comportamento reologico (Milchev, et al., 1999; Porfirio,
2021).

Figura 19: Ensaios reologicos Curva de fluxo a) controle de pectina, b)
200mM/200mM, ¢) 200mM/100mM e d)100mM/200mM de pectina (=) 1%; () 3% e

(A) 5%.
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Os resultados reoldgicos da varredura de frequéncia sdo apresentados na figura
20. No sistema controle, G" é maior que G'em todas as concentracdes de pectina, com
excecdo da concentracdo de 5%, em que ocorre um ponto de crossover em baixa
frequéncias (0,15 Hz), onde G’ supera G'. No sistema 200mM/200mM, com 1% de
pectina, G"' predomina G’ em toda a faixa de frequéncia, refletindo a auséncia de uma
rede tridimensional suficientemente coesa. Para 3% e 5% de pectina, em baixas

frequéncias, o sistema é dominado pela dissipacdo viscosa (G'' > G'), enquanto em
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frequéncias intermediarias, a rigidez elastica temporaria predomina. Entretanto, em
frequéncias muito altas, a rede perde sua estabilidade, e G" novamente supera G'. No
sistema 200/100mM, G'"' também é maior que G' em todas as concentragdes de pectina,
pois, neste caso, a menor quantidade de NaDC reduz a formagdo de agregados
suficientemente fortes para sustentar uma rede tridimensional altamente elastica
(Mohammed e Mohammed, 2009; Nommensen et al., 2001) Contudo, em 5% de pectina,
0 aumento da densidade polimérica favorece interacfes intermoleculares que permitem
um comportamento viscoelastico, particularmente em frequéncias mais altas, onde G’
supera G" (Nommensen et al., 2001).

No sistema 100mM/200mM, a maior concentracdo de NaDC favorece interacdes
ibnicas com os grupos carboxilatos da pectina, resultando em um comportamento elastico
predominante. Para 1% e 3% de pectina, G'é maior que G’ em toda a faixa de frequéncia,
indicando a formacdo de redes tridimensionais mais rigidas e coesas. No entanto, para
5% de pectina, G"' > G', refletindo uma maior dissipacdo viscosa. Esse comportamento é
justificado pela densidade estrutural da rede formada, que resulta em maior resisténcia a
deformacdes lentas, porém, as estruturas podem se reorganizar para sustentar um
comportamento elastico em frequéncias intermediarias (Mohammed e Mohammed, 2009;

Nommensen et al., 2001).

Figura 20: Ensaios reoldgicos varredura de frequéncias a) controle de pectina, b)
200mM/200mM, ¢) 200mM/100mM e d)100mM/200mM de pectina (=) 1%; () 3% e

(A) 5%.
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3.2.2 Influéncia da gelatina na formacgéo de agregados

Os sistemas contendo propor¢oes de 1%, 3% e 5% de gelatina utilizados como
controle podem ser vistos na figura 21. O sistema com 1% de gelatina € mais translucido
comparado ao sistema contendo 5% que se apresenta mais turvo e com aspecto amarelado
devido aos proprios residuos gelatinosos. Nao ha nenhuma alteracdo macroscopica nos

sistemas nos periodos analisados.

Figura 21: Caracteristicas visuais dos sistemas de controle de gelatina (1%,3% e

5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.

_ Recém ) ] ]
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Controle
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Gelatina 3%

Gelatina 5%

Fonte: Autoria propria.

Nos sistemas lecitina/NaDC 200mM/200mM na presenca de gelatina (fig. 22) é
possivel perceber que os sistemas recém preparados apresentam uma cor amarelada
advindo da lecitina e devido a disperséo inicial dos componentes, que ainda nao tiveram
tempo para interagir completamente e formar estruturas maiores, como explicado
anteriormente. Ap6s 24 horas, 0s sistemas ja se apresentam menos amarelados, indicando
que as moléculas de lecitina/NaDC comecaram a formar agregados e a medida que
interagem entre si, a gelatina pode comegar a formar uma rede ou interagir com esses
agregados, resultando em um aumento na turbidez e dando ao sistema um aspecto
esbranquicado (Cautela et al., 2017). Com o passar do tempo, essas intera¢des se tornam
mais pronunciadas e ap0s 48 e 72 horas, a rede de gelatina pode se tornar mais estruturada
e 0s agregados maiores, resultando em um aspecto mais esbranquicado do que os

apresentados anteriormente.

Figura 22: Caracteristicas visuais dos sistemas de 200mM/200mM lectina/NaDC
de gelatina (1%, 3% e 5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.
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Fonte: Autoria propria.

Os mesmos processos podem ser observados na figura 23 contendo sistemas de
200mM/100mM com gelatina, com exce¢do que os sistemas com 3% e 5% se apresentam
totalmente esbranquicados apds 24h. As diferencas observadas entre os dois sistemas
(200mM/200mM e 200mM/100mM) podem ser atribuidas as diferentes interacdes e
estabilidade das estruturas coloidais formadas, influenciadas pelas concentracdes

relativas de lecitina/NaDC, assim como foi evidente nos sistemas contendo pectina.

Figura 23: Caracteristicas visuais dos sistemas de 200mM/100mM lectina/NaDC
de gelatina (1%, 3% e 5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.
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Fonte: Autoria propria.

Para sistemas com concentragdes mais baixas de lecitina (fig. 24), a intensidade
amarelada é menor do que as vistas anteriormente em sistemas recém preparados e ap6s
24h. Os sistemas s6 vao ficar completamente opacos e esbranquicados ap6s 72h. Essa
diferenca indica que a maior concentracdo de NaDC em relacdo a lecitina pode reduzir a
tensdo superficial e estabilizar as micelas de forma mais eficaz, acabando por retardar a
agregacao e o crescimento das particulas coloidais (que pode ser evidenciado pela analise
de tamanho de particulas e PZ). Apenas o sistema com 3% de gelatina formou gel apds
72 horas. Em concentragfes mais baixas (1%), a quantidade de gelatina pode ser
insuficiente para permitir a formagéo de interacGes intermoleculares suficientes para gerar
um gel, j& em concentracGes mais altas (5%), a viscosidade da solucdo pode ser tdo alta
que a mobilidade das moléculas de gelatina fica restrita, impedindo a formacéo de uma

rede de gel eficaz.
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Figura 24: Caracteristicas visuais dos sistemas de 100mM/200mM lectina/NaDC
de gelatina (1%, 3% e 5%) recém preparados, apos 24h, 48h e 72h.
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Fonte: Autoria propria.

A figura 25 mostra os espectros de FITR para as amostras com gelatina. Na figura
25a com 200mM/200mM, a banda em 721 cm™ esta relacionada a deformagdes fora do
plano de grupos CH: presentes na estrutura da gelatina e da lecitina (Purwar et al., 2019;
Choragudi et al., 2021; Barani et al., 2018). A banda em 1043 cm™ ¢ atribuida as
vibracgdes de estiramento C-O-C e C-OH que sdo comuns em proteinas e também podem
ser influenciadas pela lecitina com grupos fosfato e colina (Barani et al., 2018). A banda
em 1692 cm™ representa o estiramento C=0 (carbonila) de amidas (Amida I), tipico da

gelatina (Purwar et al., 2019). Ja em 2930 cm™! representa vibragdes de estiramento C-H
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provenientes tanto da gelatina quanto da lecitina, assim como os estiramentos O-H ou N-
H nas bandas em 3406 cm™ e 3445 cm™ (Barani et al., 2018).

No sistema 200mM/100mM ndo se observa deslocamento das bandas (Barani et al.,
2018). Ja no sistema 100mM/200mM, sdo observados deslocamentos em bandas
caracteristicas, indicando que as interagdes envolvendo alguns grupos sdo mais
impactadas pela alteracdo na proporcéo entre lecitina/NaDC, assim como pela variagdo
da concentracdo de gelatina. Essas mudangas refletem reorganizacGes estruturais ou a
formacdo de novas interacGes intermoleculares nesses sistemas (Purwar et al., 2019;
Choragudi et al., 2021; Barani et al., 2018).

Figura 25: Espectro de a) sistema 200mM/200mM, b) 200mM/100mM e c)
100mM/200mM de lecitina/NaDC contendo gelatina (=) 1%; (=) 3%; (=) 5%.

b) 1,0f-=

Intensidade (u.a)
o o
[e-] [{=]

Intensidade (u.a)

2924

2930 1692

024 ) 0.6 1—— 200/100 mM Gelatina 1%
—200/200 mM Gelatina 1% —— 200/100 mM Gelatina 3% 1042
—— 200/200 mM Gelatina 3% 200/100 mM Gelatina 5%
0.0 Y Y Y : 200/20q mM Gel(?tma 5% 0,5 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NGmero de onda (cm™) Ngmero de onda (cm™)

1,0 =

o
‘ ;

3305

Intensidade (u.a)
2 <
1

o
3
!

2924

0.6 9—— 100/200 mM Gelatina 1%

—— 100/200 mM Gelatina 3%
100/200 mM Gelatina 5%

015 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda (cm™)

Fonte: Autoria propria.

No grafico de funcdo de correlacdo obtido por DLS para o sistema controle de

gelatina nas concentracfes de 1%, 3% e 5% (fig. 26), € possivel analisar que os tempos
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de decaimento das amostras com 3% e 5% sdo muito proximos, porém, o coeficiente de
correlacdo é maior para a concentracdo de 5%. Esse comportamento sugere que, na
concentragdo de 5%, o sistema apresenta maior homogeneidade (Matsunaga e
Shibayama, 2007), devido a interacdes mais intensas entre as cadeias de gelatina, o que
pode indicar uma rede polimérica mais robusta em comparacdo com a concentragédo de
3%. Por outro lado, o decaimento mais lento observado na amostra de 1% indica a
presenca de particulas maiores ou agregados no sistema, 0 que pode ser atribuido a menor

quantidade de gelatina disponivel para estabilizar as particulas ou as condi¢Ges de menor

viscosidade, favorecendo o crescimento de agregados maiores (Naso et al., 2019).

Figura 26: Curva de correlagéo a) sistema 200mM/200mM, b) 200mM/100mM e

c) 100mM/200mM de lecitina/NaDC contendo gelatina (=) 1%; (-) 3%; (-) 5%.
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No sistema em que as concentragcbes de lecitina/NaDC sdo iguais

(200mM/200mM), o decaimento mais rapido da fungéo de correlagdo foi observado para
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as amostras com 1% e 5% de gelatina, indicando particulas menores e mais rapidas. Ja o
sistema com 3% apresentou um decaimento mais lento, associado a particulas maiores.
Esse comportamento pode ser explicado pela influéncia das concentragdes relativas de
gelatina no equilibrio entre os surfactantes e o polimero (Naso et al., 2019). Para 1%, a
quantidade de gelatina pode ser insuficiente para induzir agregacdo significativa,
resultando em particulas menores e para 5%, embora a concentracdo de gelatina seja
maior, a saturacdo dos sitios de interacdo entre gelatina e surfactantes pode limitar a
formacdo de agregados maiores. No caso de 3%, é possivel que a concentracdo
intermediaria favoreca a formacdo de estruturas maiores devido a uma interacdo mais
efetiva entre lecitina, NaDC e gelatina, maximizando a agregagé&o.

Para o sistema 200mM/100mM, a reducdo da concentracdo de NaDC altera o
equilibrio entre os componentes, determinando um decaimento mais rapido para o sistema
com 3% de gelatina, seguido pelo sistema com 1%. O sistema com 5% apresentou o
decaimento mais lento, indicando particulas maiores. A diminuigdo da concentracdo de
NaDC pode reduzir a formacdo de micelas mistas com a lecitina, afetando a estabilidade
dos agregados (Misra et al., 2016). No caso de 3% de gelatina, parece haver uma interacdo
mais eficiente entre a gelatina e os surfactantes remanescentes, promovendo particulas
menores e mais estaveis. Para 1%, a baixa concentracdo de gelatina pode limitar a
agregacdo e o menor numero de interacBes disponiveis também pode contribuir para
particulas menores. No entanto, para 5%, o excesso de gelatina pode levar a uma
sobreposicdo de polimeros, resultando em agregados maiores e menos dindmicos.

No sistema com concentracdo reduzida de lecitina (100mM/200mM), o
decaimento mais réapido foi observado nas amostras com 1% e 3% de gelatina, enquanto
0 sistema com 5% apresentou o decaimento mais lento. A reducdo da lecitina limita a
formacdo de micelas e agregados, tornando o papel do NaDC mais proeminente (Misra
et al., 2016). Para 1% e 3%, a menor quantidade de lecitina pode favorecer a formagéo
de particulas menores e mais rapidas, pois a interacdo com o NaDC e a gelatina ocorre de
forma mais controlada (Matsunaga e Shibayama, 2007). Por outro lado, no sistema com
5% de gelatina, o excesso do polimero pode levar a uma agregacdo desordenada,
resultando em particulas maiores e menos moveis.

A tabela 6 apresenta valores de PZ para diferentes concentragdes de lecitina, NaDC
e gelatina. No sistema controle de gelatina, os valores variam de -11,5 mV (gelatina 1%)
a-3,15 mV (gelatina 5%), indicando que a tendéncia de aumento do PZ (menos negativo)

em relacdo a concentracdo de gelatina pode ser devido & maior quantidade de proteina
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que, dependendo do pH, pode neutralizar parcialmente a carga negativa (Hou et al.,
2019). As formulagdes de concentragdes iguais de NaDC e lecitina (200mM/200mM)
apresentam valores mais negativos, indicando que essas interagdes maximizam a carga
negativa na superficie das particulas (Hou et al., 2019), provavelmente devido a formacao
de complexos estaveis entre NaDC e lecitina que sdao carregados negativamente. Nas
formulagdes com 200mM/100mM e 100mM/200mM, os valores sdo intermediarios,
sugerindo que a quantidade relativa de NaDC e lecitina influencia a magnitude da carga

negativa.

Tabela 6: Valores de PZ para sistemas de lecitina/NaDC contendo gelatina
Gelatina 1%  Gelatina 3% Gelatina 5%
-11,5+ 3,31%¢ -7,14+£ 5,572 -3,15+ 3,322
200mM/200mM  -34,7+10,2%"  -28,2+10,4°cel 22 747 343bcdel
200mM/100mM  -36,1+10,67  -31,70+10,7°%"  -33,20+9,29%"
100mM/200mM  -30,2+5,6%%" -2 4+9,9%cdel 19 3+8 ppabedel

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Fonte: Autoria propria.

Os ensaios reoldgicos apresentados na Figura 27 mostram as curvas de fluxo de
solucdes de gelatina de 1%, 3% e 5%, comparando sistemas controle e sistemas contendo
lecitina/NaDC em diferentes propor¢cdes (200mM/200mM, 200mM/100mM e
100mM/200mM). No sistema controle, a gelatina a 1% apresenta shear thinning . Em
3%, a viscosidade apresenta um comportamento mais linear em relacdo a taxa de
cisalhamento, o que sugere uma resisténcia quase constante ao fluxo em boa parte do
intervalo analisado, podendo ser explicado pelas caracteristicas estruturais e moleculares
do sistema nessa concentracdo intermediaria, que resultam em um equilibrio entre os
mecanismos de interacdo e a deformacdo provocada pelo cisalhamento (Huang et al.,
2017). Enquanto a 5% o shear thinning € mais acentuado, com viscosidade inicial elevada
devido as cadeias de gelatina estarem em proximidade suficiente para formar interagoes
mais intensas e persistentes, como zonas de associacdo estabilizadas por interacGes

hidrofobicas e ligacGes cruzadas (Gordievskaya et al., 2016).
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Figura 27: Ensaios reologicos Curva de fluxo a) controle de gelatina, b)
200mM/200mM, c) 200mM/100mM e d)100mM/200mM de gelatina (m) 1%; (e) 3% e

(A)5%.
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Fonte: Autoria propria.

No sistema 200mM/200mM, o comportamento reolégico em 3% € muito
semelhante ao do controle, indicando que, nesta concentracao intermediaria, a presenca
de lecitina/NaDC néo altera significativamente as propriedades estruturais do sistema
(Edwards et al., 2002). Ja em 1%, ocorre shear thinning seguido por shear thickening em
v ~10 s7!, sugere reorientagdes estruturais sob cisalhamento. Em 5%, o comportamento
shear thickening acentuado sugere uma rede tridimensional densa que aumenta a
resisténcia ao fluxo em altas taxas de cisalhamento, devido a rearranjos estruturais
promovidos pelo movimento relativo das moléculas de gelatina e micelas (Denn et al.,
2018; Huang e Sorensen, 1996; Hone et al., 2000).

No sistema 200mM/100mM, a curva de fluxo em 1% é semelhante & de 3%,

contudo, a viscosidade inicial de 1% é mais alta em todas as concentragdes. O leve
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aumento na viscosidade em baixas taxas de cisalhamento podem ser atribuido a interagédo
inicial entre a gelatina e as micelas formadas pelo sistema lecitina/NaDC, resultando em
um rearranjo estrutural e em concentragdes mais baixas, essas interagfes sdo menos
intensas, permitindo que o sistema estabilize rapidamente em uma viscosidade constante
(Denn et al., 2018; Hone et al., 2000). No sistema com 5% de inicialmente a viscosidade
diminui com o aumento da taxa de cisalhamento, devido ao rompimento parcial de redes
estruturais e em seguida, ocorre um aumento da viscosidade, sugerindo que, sob essas
condicdes, as moléculas de gelatina podem estar se reorganizando ou formando interacdes
secundarias, como estruturas orientadas ou agregados temporarios, que aumentam a
resisténcia ao fluxo (Denn et al., 2018). Em taxas mais altas, ocorre uma nova reducdo na
viscosidade, indicando o rompimento completo dessas estruturas reorganizadas,
retornando ao comportamento tipico de shear thinning.

No sistema 100mM/200mM, a viscosidade inicial em 3% € significativamente
maior que nas outras concentracfes, provavelmente devido a uma maior eficiéncia das
interagOes entre gelatina e as micelas formadas em um regime de lecitina/NaDC
desbalanceado. Essa interacdo intensificada pode gerar redes estruturais transitorias mais
resistentes (Denn et al., 2018; Hone et al., 2000). Em 5%, o comportamento é proximo
ao observado nos sistemas 200mM/100mM, com shear thinning acentuado, refletindo a
quebra progressiva de estruturas sob cisalhamento e em altas taxas de cisalhamento, as
estruturas comegcam a apresentar novamente um rompimento (Gandola et al., 2020;
Elnaggar et al., 2014).

A andlise reoldgica de varredura dindmica frequéncia estdo apresentados figura
28. No sistema controle, em 1%, os mddulos estdo proximo, levando a um
comportamento viscoso (G"” > G') em baixas faixas de frequéncias e a medida que a
frequéncia aumenta, ocorre um ponto de crossover em 0,5 Hz, em que G’ se iguala a G",
marcando a transi¢do para um comportamento mais eléstico. Esse comportamento €
caracteristico devido as interacGes entre as cadeias de gelatina serem limitadas pela baixa
densidade de ligagdes intermoleculares (Nommensen et al., 2001). Com 3%, o sistema
mantém o predominio de G", porém, com maior dissipacdo de energia, indicando que a
gelatina, embora mais concentrada, ainda ndo consegue gerar uma estrutura com forte
resposta elastica. Em 5%, os médulos G’ e G" se cruzam varias vezes, indicando que a
gelatina esta gerando uma rede mais dindmica, com a capacidade de se ajustar as forcas

aplicadas, so que ainda sem uma estrutura completamente rigida.
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No sistema 200mM/200mM, para 1% de gelatina, o sistema exibe um
comportamento viscoso (G"” > G") em baixas frequéncias, com um Crossover em torno de
2 Hz que marca uma transicao para comportamento eléstico. No entanto, em frequéncias
mais altas, G" volta a superar G', indicando uma predominancia viscosa, possivelmente
associada a reorganizacdo limitada das cadeias em resposta a aplicacdo de forcas répidas.
Em 3%, um padrdo semelhante é observado. Ja em 5%, o comportamento é
majoritariamente viscoso, com G"” predominante em quase toda a faixa analisada, embora,
transicbes momentaneas sugiram reorganizacfes pontuais na rede tridimensional (Liu et
al., 2017; Guo et al., 2016).

Nos sistemas 200mM/100mM em 1% e 3%, o comportamento é
predominantemente viscoso (G"” > G') em toda a faixa de frequéncias, indicando que as
interagOes intermoleculares sdo insuficientes para estabilizar uma rede tridimensional
estruturada (Guo et al., 2016). O mesmo € observado no sistema 100Mm/200mM, em 1%
e 3%, ocorrem transicdes para comportamento elastico em frequéncias intermediérias,
seguidas de retorno a predomindancia viscosa em altas frequéncias. Para 5%, em ambos
0s sistemas é observado um comportamento elastico (G’ > G"') em baixas frequéncias,
seguido por uma sobreposicdo dos mddulos em frequéncias intermediarias, onde G”
ultrapassa G’ em 10 Hz, e, em frequéncias mais altas, um retorno a predominéancia elastica.
Essa transicdo indica que, em concentraces mais altas de gelatina, as cadeias poliméricas
conseguem formar redes coesas, embora, ainda sejam parcialmente afetadas pela presenca
de surfactantes, que modulam a coesdo e a resposta estrutural (Liu et al., 2017; Guo et
al., 2016).

Figura 28: Ensaios reoldgicos varredura de frequéncias a) controle de gelatina, b)

200mM/200mM, ¢) 200mM/100mM e d)100mM/200mM de gelatina (m) 1%; (®) 3% e
(4~) 5%.
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Fonte: Autoria propria.

3.3 Sistemas contendo farmaco MDZ

O desenvolvimento da plataforma de encapsulagdo e liberacdo do farmaco foi
determinada através do sistema 100mM/200mM de lecitina/NaDC. A escolha deste
sistema de encapsulacdo e liberacéo controlada de farmacos é justificada pela combinacéo
otimizada das propriedades de formacdo de gel, estabilidade coloidal e caracteristicas
reoldgicas ajustaveis. O potencial de liberacdo controlada e prolongada, associado a
estabilidade e ao controle sobre a taxa de liberacdo do farmaco, posiciona esse sistema
como uma plataforma promissora para a administragdo de farmacos. A estabilidade fisica,
juntamente com as propriedades reoldgicas favoraveis, torna esse sistema ideal para
aplicacdo em diversas formas farmacéuticas.

Os gréaficos apresentados na figura 29 mostram espectros de FTIR para sistemas
contendo diferentes concentragdes de pectina (1%, 3% e 5%) e gelatina (1%, 3% e 5%),
ambos associados a lecitina/NaDC e metronidazol. No sistema contendo pectina, a banda

em 3306 cm™ ¢é associada ao estiramento de O-H, caracteristico de grupos hidroxila
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presentes na estrutura polissacaridica da pectina. A banda em 2923 cm™, correspondente
ao estiramento de C-H e em 1542 cm™ a banda ¢ atribuida a vibragdo assimétrica do
grupo carboxilato (COO"), tipico em polissacarideos. J4 a banda em 1045 cm™ €
consistente com a presenca do grupo nitro no metronidazol, ou podem representar
estiramentos C-O de ésteres, associados a lecitina ou pectina (Nugrahani e Aliah, 2019;
Zhang et al., 2012).

Por outro lado, no sistema contendo gelatina, a bandas em 3292 cm™, é atribuida
ao estiramento de N-H de amidas, tipicas da estrutura proteica da gelatina. Em, 1542 cm™,
a banda correspondente a vibracdo de deformacdo N-H (banda de amida Il) e em 1045
cm™', € referente ao estiramento C-N das amidas. Ja a banda em 536 c¢cm™', esta
possivelmente relacionada a interacdes intermoleculares especificas ou reorganizagdes
estruturais (Purwar et al., 2019; Choragudi et al., 2021; Barani et al., 2018).

Ao comparar o0s dois sistemas, € visivel que a pectina, por ser um polissacarideo,
apresenta maior sensibilidade a rearranjos estruturais e interagdes intermoleculares, o que
resulta em deslocamentos mais expressivos das bandas, particularmente na concentracao
intermediaria de 3%. Ja a gelatina, devido a sua estrutura proteica e estabilidade, mostra
espectros mais consistentes entre as diferentes concentracdes. Essa diferenca reflete as
propriedades quimicas e estruturais dos dois polimeros, uma vez que, enquanto a pectina
¢ mais flexivel e altamente influenciada pelas condi¢cGes de interacdo com outros
componentes, a gelatina mantém uma organizacdo molecular mais uniforme,

independentemente da concentracdo (Nugrahani e Aliah, 2019; Barani et al., 2018).

Figura 29: Espectro de a) 100mM/200mM contendo pectina/MDZ (-) 1%; (-) 3%;

() 5%; e b) gelatina/MDZ (-) 1%; (-) 3%; (-) 5%.
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Fonte: Autoria propria.

A figura 30 mostra as fotos dos sistemas de lecitina/NaDC 100mM/200mM com
pectina e com a adi¢do do farmaco MDZ. E bem conhecido que os lipossomas (presente
na lecitina) sdo instaveis e podem formar agregados com o tempo, porém, a gelificacdo
pode melhorar a estabilidade juntamente com a modificacdo da cinética para libertacdo
do farmaco (Aggarwal e Nagpal, 2018). Contudo, a auséncia de formacéo de gel nos
sistemas, mesmo apds 72 horas na presenca do farmaco pode ser atribuida a interferéncia
nas interaces moleculares envolvendo a pectina. O MDZ, ao ser introduzido na solucéo,
pode interagir diretamente com as moléculas presentes, impedindo a formacdo das
ligagbes cruzadas entre as moléculas de pectina que sdo essenciais para a estrutura
tridimensional do gel. Além disso, o farmaco pode modificar as propriedades fisico-
quimicas da solucdo, como o pH, a forca ibnica e a polaridade, criando um ambiente
desfavoravel e inibindo a formac&o de gel em todo o sistema (Junmahasathien et al., 2018;
Aggarwal e Nagpal, 2018).

Figura 30: Caracteristicas visuais dos sistemas de 200mM/200mM lectina/NaDC
de pectina/MDZ (1%, 3% e 5%) recém preparados, apos 24h, 48h e 72h
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Fonte: Autoria propria.

Os sistemas de gelatina contendo MDZ vistos na figura 31 se apresentam
translucidos e amarelados, indicando que possivelmente a presenca do farmaco aumentou
a estabilidade dos sistemas comparado com o sistema sem farmaco. O sistema com 5%
de gelatina apresenta uma leve turbidez esbranquicada apds 72h enquanto nas demais
concentracdes a aparéncia continua a mesma. Todos 0s sistemas se tornaram totalmente
brancos e opacos em tempos maiores que 72h, indicando a formacdo de uma solucéo

coloidal.

Figura 31: Caracteristicas visuais dos sistemas de 200mM/200mM lectina/NaDC
de gelatina/MDZ (1%, 3% e 5%) recém preparados, apds 24h, 48h e 72h.
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Fonte: Autoria propria.

No sistema contendo pectina e MDZ, a analise do gréfico de correlagdo (fig. 32a)
obtido por DLS revelou que as curvas de decaimento foram mais rapidas para as
concentragOes de pectina de 1% e 3%, que pode ser atribuido a menor formacéo de redes
ou agregados pela pectina em concentracbes mais baixas, permitindo a formacgéo de
particulas com alta mobilidade (Junmahasathien et al., 2018). A interacdo entre o
metronidazol e a pectina parece ser mais eficiente nessas concentragdes, encapsulando o
farmaco em particulas menores. Por outro lado, para a concentracéo de 5%, o decaimento
da curva foi mais lento. Essa diferenca se explica pelo aumento da viscosidade do sistema
e pela tendéncia da pectina, em concentragdes elevadas, de formar redes poliméricas mais
densas, que restringem a mobilidade das particulas (Huang et al., 2017; Limaet al., 2009).

No sistema contendo gelatina e metronidazol, o comportamento foi diferente. O
decaimento mais rapido ocorreu para a concentracdao de 1%, indicando particulas
pequenas e com alta mobilidade. Na concentracdo intermediaria de 3% de gelatina, o
decaimento mais lento sugere a formacéo de particulas maiores e menos maéveis, que pode
ser atribuido & maior disponibilidade de moléculas de gelatina, que, ao interagir entre si
e com o metronidazol, promovem a formacéo de estruturas mais densas ou agregados
(Matsunaga e Shibayama, 2007). Por outro lado, na concentracdo de 5% de gelatina, o

decaimento da curva foi mais rapido do que comparacao a 3%. Esse comportamento pode
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ser explicado pela saturacé@o do sistema, limitando a interacdo entre cadeias individuais e
reduzindo a formacdo de estruturas extensas, favorecendo particulas menores e mais

discretas.

Figura 32: Curva de correlagdo dos sistemas 100mM/200mM de a) pectina (-)

1%; (-) 3%; () 5% e b) gelatina (-) 1%; (-) 3%; (-) 5%.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores de PZ apresentados na tabela 7 refletem a estabilidade coloidal de
sistemas de 100mM/200mM, associados ao farmaco MDZ e diferentes propor¢oes de
pectina e gelatina (1%, 3% e 5%). Nos sistemas contendo pectina, o PZ dos sistemas com
1% e 5% se apresentaram muito préximos (-9,96 mV e -9,98 mV, respectivamente). A
concentragéo de 3% estabeleceu maior magnitude em PZ (-11,3 mV), sugerindo que nessa
concentragdo a pectina interage de forma mais efetiva com o metronidazol e os outros
componentes, gerando uma maior estabilidade do sistema. Nos sistemas contendo
gelatina, os valores de PZ foram mais negativos. Com o0 aumento da concentracdo de
gelatina, o valor absoluto do PZ aumenta, indicando uma maior carga negativa superficial
no sistema, sugerindo que a gelatina também tem maior capacidade de interagir com o
metronidazol e com os componentes lipidicos (Mukherjee et al., 2016).

A presenca do metronidazol nos sistemas influencia diretamente a carga
superficial, uma vez que o farmaco pode se associar as micelas formadas pela lecitina e
o sal biliar, modulando as interacbes com os polimeros (Clogston e Patri, 2011;
Mukherjee et al., 2016). O comportamento do PZ nos diferentes sistemas demonstra que

tanto a composigdo quanto a concentragdo dos polimeros impactam as interagGes entre 0s
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componentes, afetando a estabilidade coloidal e, consequentemente, o potencial para

liberagéo controlada do metronidazol.

Tabela 7: Valores de PZ para sistemas contendo pectina/MDZ e gelatina/MDZ

Pectina 1%

Pectina 3%

Pecatina 5%

100mM/200mM

-9,96+0,78%c .11 3+0,88%¢ -9 98+2 g72bcde
MDZ
Gelatina 1% Gelatina 3% Gelatina 5%
100mM/200mM
-13,7+1,5%¢d 15 24D pabcde -18,1+2 5abcdef
MDZ

Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados reoldgicos da curva de fluxo dos sistemas com MDZ podem ser

vistos na figura 33. Nos sistemas com pectina, sem MDZ, foi discutido anteriormente a

exibicdo de um padrdo de afinamento por cisalhamento em todas as concentragdes (1%,

3% e 5%), com a viscosidade inicial aumentando proporcionalmente a concentracéo de

pectina. No entanto, quando o MDZ é adicionado, o comportamento muda e o sistema

com 3% apresenta a maior viscosidade inicial, enquanto em 5% ocorre uma redugéo

relativa, sugerindo que o MDZ, por meio de interacdes especificas, modifica a estrutura

da matriz (Mohammed e Mohammed, 2009; Nommensen et al., 2001). Em 3%, a

concentracdo intermediaria favorece a interacdo do MDZ com o complexo pectina-

lecitina/NaDC, estabilizando a rede e aumentando a viscosidade inicial. J& em 5%, onde

as interacOes intrinsecas da pectina predominam devido a alta concentracdo e o0 MDZ

passa a competir por ligacbes, desestabilizando parcialmente a matriz e reduzindo a

viscosidade inicial esperada.

Figura 33: Ensaios reoldgicos de Curva de fluxo de a) pectina/MDZ (=) 1%; (o)

3% e (A) 5%; e b)gelatina/MDZ (m) 1%; (®) 3% e (A) 5%.
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Nos sistemas com gelatina, 0 comportamento reoldgico sem 0 MDZ é similar ao
observado com o farmaco. Com a adicdo de MDZ, em 1%, a viscosidade apresenta
comportamento quase constante, indicando que as interagdes intramoleculares sao pouco
significativas para alterar o fluxo. No sistema com 3%, o0 aumento inicial da viscosidade
sob cisalhamento reflete um fenémeno de shear thickening, que pode ser relacionado ao
alinhamento ou compactacdo de cadeias proteicas sob cisalhamento, favorecendo
contatos intermoleculares mais fortes antes da quebra estrutural que ocorre em altas taxas
de cisalhamento (Yang et al., 2016; Czerner et al., 2013). Para 5%, a viscosidade inicial
¢ ainda maior e o afinamento por cisalhnamento ocorre de forma mais gradual, sugerindo
que a gelatina, em concentracdo elevada, responde ao cisalhamento com uma menor
ruptura das associagdes intermoleculares.

Comparando os sistemas de pectina e gelatina, € notavel que a pectina é mais
sensivel a presenca do MDZ e isso pode ser atribuido a natureza das interacdes
predominantes em cada sistema. A pectina, sendo um polissacarideo aniénico, depende
fortemente de interacBes eletrostaticas com o complexo lecitina/NaDC, que sao
significativamente influenciadas pelo MDZ (Junmahasathien et al., 2018; Aggarwal e
Nagpal, 2018). Ja a gelatina, devido a sua natureza proteica e propriedades anfifilicas,
apresenta interagdes mais diversificadas, tornando o sistema mais robusto as mudancas
causadas pelo farmaco. Nos sistemas de pectina com MDZ, o farmaco atua como um
modulador estrutural, alterando a organizagdo da matriz, especialmente em concentracfes
intermediérias e nos sistemas com gelatina, 0 MDZ favorece as interacdes

intermoleculares em altas concentragdes (Junmahasathien et al., 2018).
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Os resultados do ensaio reologico de varredura dindmica de frequéncia para
sistemas contendo lecitina, NaDC, pectina, gelatina e metronidazol estdo na figura 34.
Nos sistemas com pectina, na concentra¢do de 1% de concentragdo G'* é maior que G’
em toda a faixa de frequéncia, embora G’ se aproxime de G"' em frequéncias altas. No
sistema com 3% de pectina, G" permanece maior que G’ em toda a faixa de frequéncia,
0 que sugere que, apesar do aumento na concentracdo, a rede formada ainda é dominada
por caracteristicas viscosas, sem transicao para um comportamento mais eléstico. Para o
sistema com 5% de pectina, G'' se apresenta maior que G' na maior parte da faixa de
frequéncia, e ha uma inversdao em frequéncias intermediarias com G’ superando G'' em
0,5 Hz, indicando que a rede estrutural formada comeca a apresentar caracteristicas
elasticas significativas. No entanto, em frequéncias mais altas, G’ volta a predominar,
sugerindo que a rede ndo € suficientemente rigida para resistir a deformacdo extrema,
retornando ao comportamento viscoso.

Nos sistemas com gelatina, com 1% de gelatina, G"' também é maior que G’,
porém, em frequéncias altas, G'se aproxima de G"'. Esse padrdo é semelhante ao da
pectina em baixa concentracdo, indicando que a gelatina também apresenta um
comportamento viscoso predominante quando em baixas concentragdes, embora a
aproximacdo de G’ e G'' em altas frequéncias sugira o inicio da formacao de uma estrutura
mais coesa. No sistema com 3% de gelatina, G" é maior que G’ em baixas frequéncias e
G' logo supera G" com o aumento da frequéncia. Para o sistema com 5% de gelatina, G

é maior que G’ em quase toda a faixa de frequéncia analisada

Figura 34: Ensaios reologicos de varredura dinamica de frequéncia de a)
pectina/MDZ (=) 1%; (®) 3% e (A ) 5%; e b) gelatina/MDZ (m) 1%; (®) 3% e (A) 5%.

b) o

a) 102 10

10'4 L 104 . i

10°+ oo00° ©7 e 10°4 o* al

o0~ °

1074 o5 00% P e e o . ° H oo fj 3]
. .1 0007 Le8f < 1014 o 405
a 10°94 © ~ o ® o A0 m

® ~ 2 a Q

=100 e ® 107 . o
ote i EEERE
o.lo"" ~ 10% Lpo 8 8 L
- -5 b .o [m] c ] .
010 0" ea"

10°® o m

71 10°4 - [ ]
10° .
] 10
104 A
107+ T T : 107 T T T
10° 10! 10° 10 10? 10* 10° 10t
flHz flHz

*Qs simbolos cheios representam os médulos G’ e os simbolos vazados representam os médulos G

69



Fonte: Autoria propria.

3.4 Andlises de liberacdo das drogas nos sistemas

No gréfico apresentado na figura 35, € possivel observar a porcentagem de
liberacdo do farmaco ao longo do tempo, para formula¢fes com pectina e gelatina em
diferentes concentragfes. A pectina a 3% apresenta uma liberacdo inicial mais rapida do
que as demais formulacgbes, atingindo um platdé antes de alcancar a total liberacdo do
farmaco, que pode ser explicado pelo equilibrio entre a porosidade e a capacidade de
retencdo de agua da pectina nessa concentracdo. Durante 0s primeiros minutos, a matriz
absorve &gua rapidamente, permitindo uma difusdo acelerada do farmaco. Contudo, a
medida que a hidratacdo progride, ocorre um intumescimento que pode resultar no
fechamento parcial de poros na estrutura limitando a difusdo (Junmahasathien et al.,
2018).

Figura 35: Curva de liberagdo do farmaco.
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Fonte: Autoria Prépria.

Nas formulagbes com pectina a 1% e 5% e gelatina a 1%, a liberagdo do farmaco
também ndo alcanca a totalidade do principio ativo. No caso da pectina a 1%, a quantidade
reduzida do polimero ndo oferece condicdes ideais para manter um fluxo continuo das
moléculas, o que acaba interrompendo o processo de liberagdo antes que ele seja
completo. J& na pectina a 5%, a maior concentragdo do componente resulta em interacoes
moleculares mais intensas, que atrapalham o desprendimento e a migracdo do farmaco,

retardando sua liberagdo. A gelatina a 1% segue um padrdo semelhante, possivelmente
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devido a maneira como as moléculas se organizam no meio, estabelecendo barreiras que
impedem a difuséo integral do farmaco (Junmahasathien et al., 2018; Vaidya et al., 2009).

Em contraste, as formulagdes com gelatina a 3% e 5% demonstram a capacidade
de liberar quase 100% do farmaco. Na gelatina a 3%, as condigdes internas favorecem
uma dindmica que permite tanto a incorporacdo quanto a liberacéo eficiente do principio
ativo, promovendo uma disponibilizagdo quase completa ao longo do tempo. J& na
gelatina a 5%, embora a libera¢do também seja alta, a maior concentracdo pode ocasionar
interacdes adicionais que, embora sutis, retardam ligeiramente o processo de liberacao,
fazendo com que essa formulagdo apresente um desempenho um pouco inferior ao da
gelatina a 3% em termos de porcentagem final do farmaco liberado (Phadke et al., 2014;
Sallam et al., 2015)

O fato de as formulacGes continuarem a liberar o fArmaco até cerca de 400 minutos
antes de atingir o platd, é indicativo de um perfil prolongado e gradual, caracteristico de
sistemas de liberacdo controlada. Esse comportamento sugere que o sistema € capaz de
manter uma liberagdo continua do medicamento, o que pode ser vantajoso para aplicaces
terapéuticas que necessitam de niveis estaveis no organismo por periodos extensos
(Sallam et al., 2015).

3.4.1 Anélises das cinéticas de liberacao
Na tabela 8 estdo os valores obtidos para os parametros cinéticos de liberacdo da
droga segundo os modelos propostos: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-

Peppas discutidos anteriormente.

Tabela 8: Parametros propostos para analise da cinética de liberacéo.

Modelo  Parametros Pectina Pectina Pectina  Gelatina Gelatina Gelatina
1% 3% 5% 1% 3% 5%
Ordem R? 0,40 0,36 0,35 0,25 0,29 0,33
Zero Ko 2,5x102  1.9x107 2.1x107 1,5x102  1,8x107? 2,1x107
Primeira R2 0,62 0,44 0,5 0,34 0,46 0,60
ordem K1 1,7x10°  5,9x10* 1,1x10°3 9.9x10* 2,5x10°  2,1x10°
Higuchi R2 0.63 0,60 0,35 0,45 0,50 0,55
KH 1,40 1,09 2,0x10% 0,90 1,04 1,18

71



Korsneyer- N 0,19 0,18 0,26 0.33 0,25 0,29

Peppas R? 0,97 0,80 0,93 0,98 0,94 0,98

Kk-p 1,20 1,16 1,12 1,06 1,17 1,13

Fonte: Autoria propria.

O modelo de Korsmeyer-Peppas, mostra os mais altos coeficientes de
determinacdo (R?) para todas as formulaces, o que reforca a hipdtese de que o
mecanismo de liberacdo envolve, predominantemente, a difusdo do farmaco através da
matriz, com possiveis contribuigdes de outros processos, Como a reorganizagao interna
da estrutura. Na tabela, o valor do expoente (representado por “n”) revela a natureza do
mecanismo de liberacdo, a qual os valores inferiores a 0,5 sdo indicativos de um processo
predominantemente Fickiano, isto €, dominado pela difusdo (Sallam et al., 2015). Além
disso, as constantes cinéticas (representadas por K) associadas a cada modelo oferecem
uma medida da rapidez com que o farmaco ¢é liberado, ou seja, uma constante maior pode
indicar uma liberacdo inicial mais rapida, que se desacelera a medida que o sistema se
estabiliza. Essa diferenciacdo entre os valores de K para as diversas formulagdes ajuda a
explicar as diferencas observadas no grafico, como o comportamento da pectina a 3%,
que apresenta uma liberacdo inicial acelerada seguida de um platd (Korsmeyer et al.,
1983; Sallam et al., 2015).

4 CAPITULO 4: CONCLUSAO

O trabalho apresenta uma analise detalhada sobre a influéncia da pectina e
gelatina na formacdo de agregados em sistemas contendo lecitina/NaDC, visando o
desenvolvimento de sistemas para a encapsulacao e liberacdo do farmaco Metronidazol
(MDZ). A caracterizagdo dos sistemas foi realizada por meio de diversas técnicas,
evidenciando que as formulacdes sofriam opacificacdo ao longo do tempo, indicando
alteracbes na estabilidade dos agregados conforme a propor¢do dos componentes
anfifilicos.

O uso do espalhamento dinamico de luz (DLS) revelou que a incluséo de pectina
e gelatina promoveu a formacdo de agregados com didmetros mais homogéneos e
controlados, modulando significativamente o tamanho das particulas. As medi¢des de

potencial Zeta demonstraram que os sistemas contendo os biopolimeros apresentaram
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valores mais negativos, refletindo uma maior estabilidade coloidal decorrente do aumento
das interagdes eletrostaticas entre as particulas.

A analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) confirmou a presenca dos grupos funcionais caracteristicos de lecitina, NaDC,
pectina e gelatina, evidenciando interacdes intermoleculares, como ligacdes de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas, fundamentais para a consolidacdo dos agregados e
para a incorporacdo do farmaco.

Os ensaios reologicos, realizados por meio de curvas de fluxo, varreduras
dindmicas e analises de frequéncia, indicaram que a adicdo de pectina aumentou a
viscosidade aparente, formando uma rede mais coesa e um gel fraco. Os sistemas
contendo gelatina formou redes estruturadas, com uma provavel formacao de lamelas.

Nos estudos de liberacdo do metronidazol, efetuados em células de difuséo
vertical, foi observado um perfil de liberacdo sustentado ao longo do tempo. Em geral, 0s
sistemas contendo gelatina apresentaram uma liberacdo mais rapida do farmaco, seguidos
pelos sistemas com pectina, que retardaram ligeiramente a liberacdo devido a sua
estrutura tridimensional mais robusta e coesa. A analise cinética da liberagdo mostrou que
0 modelo de Korsmeyer-Peppas, evidencia a hipdtese de que o mecanismo de liberacédo
envolve a difusdo do farmaco através da matriz.

Este estudo mostrou que a incorporacdo de pectina e gelatina em sistemas
autoagregados de lecitina e sal de bile permite modular, de forma eficaz, as caracteristicas
estruturais e a estabilidade dos agregados, impactando diretamente o perfil de liberacédo
do farmaco. Dessa forma, a selecdo do tipo e da concentracao do biopolimero possibilitou
0 ajuste da cinética de liberacdo do farmaco, evidenciando o potencial desses sistemas

para aplicaces farmacéuticas em regimes de liberacéo controlada.
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Figura Al: Espetro da a) lecitina de soja e b) NaDC c) pectina e d) gelatina
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Figura A2: Ensaio reologicos a) varredura dinamica do controle de lecitina/NaDC
(=) 200mM/200mM ( )200mM/100mM e (A ) 100mM/200mM.
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Figura A3: Ensaios reologicos varredura dindmica do sistema a) controle de
pectina, b) 200mM/200mM, c¢) 200mM/100mM e d)100mM/200mM de pectina (=) 1%;

() 3% e (A) 5%.
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Fonte: Autoria propria.

Figura A4: Ensaios reoldgicos varredura dindmica do sistema a) controle de
gelatina, b) 200mM/200mM, ¢) 200mM/100mM e d)100mM/200mM de gelatina (m)
1%; (@) 3% e (4 ) 5%.
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Figura A5: Ensaios reoldgicos de varredura dindmica de tenséo de a) pectina/MDZ (=)
1%; (@) 3% e (A ) 5%; e b) gelatina/MDZ (m) 1%; (®) 3% e (A) 5%.
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