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RESUMO

Os hidrogéis (HG) t€m sido investigados para a administracdo tépica de farmacos em
mucosa bucal pois apresentam elevado tempo de contato com a mucosa e, assim,
aumentam a disponibilidade, possibilitando efeito local e sistémico. Nesse contexto, a
avalia¢do da capacidade mucoadesiva de diferentes polimeros empregados na obten¢do
de HG € essencial para garantir um delineamento racional de sistemas mucoadesivos para
via topica bucal. Assim, o objetivo do presente estudo foi comparar as propriedades
mucoadesivas, mecanicas e reoldgicas de diferentes HG compostos por Carbopol® 974P
(CBP), Quitosana (QUIT), Hidroxietilcelulose de S6dio (HEC), Carboximetilcelulose de
S6dio (CMC), Goma Xantana (GX), Acido Hialurénico (AH), Alginato de Sédio (AS) e
Policarbofil (PCB) a 5%, comumente empregados no desenvolvimento de formulacdes
para uso bucal. Como objetivos secunddrios, este estudo otimizou a condi¢do
experimental que resultou em maior capacidade mucoadesiva in vitro utilizando um
analisador de textura (TA.XT Plus), além de fornecer valores de referéncia das variaveis
dependentes for¢ca mdxima mucoadesiva (Fmax) e trabalho de mucoadesao (Tmuc), que
podem ser afetados pela for¢ca de contato (F), tempo de contato (T) e/ou velocidade da
sonda (V), varidveis independentes ajustadas no equipamento, dificultando a comparacdo
entre formulacdes de diferentes estudos. A padronizacdo da metodologia para o ensaio de
mucoadesdo envolveu um planejamento estatistico fatorial 23 (8 varidveis experimentais
e 1 triplicata na condicdo central pré-determinada: F = 0,5 N, V =1 mm/s, T = 30 s).
Utilizou-se uma formulagdo comercial e mucosa jugal suina fresca como substrato. F =
0,552 N, T= 10 s e V= 2 mm/s garantiram a méixima capacidade mucoadesiva da
formulacdo com valores de referéncia de 0,170 N para Fmax e 0,659 N.s para Tmuc,
sendo, entdo, as condi¢des estabelecidas para a avalia¢do da capacidade mucoadesiva dos
HG. Os parametros mecanicos: dureza (facilidade de remocdo da embalagem),
compressibilidade (facilidade de espalhabilidade), adesividade (forca de atracdo) e
coesividade (estabilidade da formulagdo), utilizando TA.XT Plus no modo TPA (Texture
Profile Analysis) e o comportamento reoldgico de fluxo e oscilatorio foram avaliados. O
hidrogel de CBP apresentou o maior Tmuc em relacio ao valor de referéncia, podendo
ser considerado o hidrogel mais mucoadesivo para incorporacdo em farmacos para
administracdo tépica bucal, além de ter apresentado o maior valor de adesividade
(Kruskal-Wallis, p<0,05). Os HG de PCB, CMC e GX apresentaram os menores valores
de dureza, garantindo a facil remoc¢do dessas formulagdes da embalagem. A andlise de
compressibilidade mostrou todos os HG com valores muito baixos, caracterizando-os
como formulacdes de baixa resisténcia as tensdes de cisalhamento no momento da
aplicagcdo. AS, QUIT e CMC, apresentaram os maiores valores de coesividade, portanto,
sdo caracterizados como géis de alta estabilidade molecular. Todos os HG sdo eldsticos e
pseudopldsticos, caracteristicas reoldgicas importantes para adequada aplicacdo bucal.
Além disso, pela correlagdo de Spearman (p<0,05), a propriedade “adesividade” ndo
apresentou correlacdo com a capacidade mucoadesiva das formulagdes, ndo sendo
possivel utilizd-la como preditor de mucoadesdo. Esse estudo padronizou condicdes
experimentais para avaliar mucoadesdo de HG além de fornecer suas caracteristicas
reoldgicas e mecanicas para otimizar a escolha de HG que podem resultar em melhor
eficacia clinica.

Palavras-chave: Mucosa oral; odontologia; hidrogéis; adesao; tratamento



ABSTRACT

Hydrogels (HG) have been investigated for the topical administration of drugs to the oral
mucosa because they have a long time of contact with the mucosa and, thus, increase
bioavailability, enabling local and systemic effects. In this context, the assessment of the
mucoadhesive capacity of different GH is essential to ensure a rational design of
mucoadhesive systems for the topical oral route. Thus, the aim of the present study was
to compare the mucoadhesive, mechanical and rheological properties of different HG
composed of Carbopol® 974P (CBP), Chitosan (QUIT), Sodium Hydroxyethylcellulose
(HEC), Sodium Carboxymethylcellulose (CMC), Xanthan Gum (GX), Hyaluronic Acid
(HA), Sodium Alginate (AS) and Polycarbophil (PCB) at 5%, commonly used in the
development of formulations for oral use. As secondary objectives, this study optimized
the experimental condition that resulted in greater in vitro mucoadhesive capacity using
a texture analyzer (TA.XT Plus), in addition to providing reference values for the
dependent variables maximum mucoadhesive strength (Fmax) and mucoadhesion work (
Tmuc), which can be affected by the contact force (F), contact time (T) and/or probe
speed (V), independent variables adjusted in the equipment, making it difficult to
compare formulations from different studies. The standardization of the methodology for
the mucoadhesion test involved a 23 factorial statistical design (8 experimental variables
and 1 triplicate in the predetermined central condition: F=0.5 N, V =1 mm/s, T = 30 s).
A commercial formulation and fresh porcine jugal mucosa were used as substrate. F =
0.552 N, T =10 s and V = 2 mm/s guaranteed the maximum mucoadhesive capacity of
the formulation with reference values of 0.170 N for Fmax and 0.659 Ns for Tmuc, thus
being the conditions established for the assessment of mucoadhesive capacity of the GH.
The mechanical parameters: hardness (ease of removal from the package),
compressibility (ease of spreading), stickiness (attraction force) and cohesiveness
(formulation stability), using TA.XT Plus in TPA mode (Texture Profile Analysis) and
behavior flow rheological and oscillatory were evaluated. The CBP hydrogel had the
highest Tmuc in relation to the reference value, and can be considered the most
mucoadhesive hydrogel for incorporation into drugs for oral topical administration, in
addition to having the highest adhesiveness value (Kruskal-Wallis, p<0.05 ). The PCB,
CMC and GX HG had the lowest hardness values, ensuring the easy removal of these
formulations from the packaging. The compressibility analysis showed all HG with very
low values, characterizing them as low shear strength formulations at the time of
application. AS, QUIT and CMC, presented the highest cohesiveness values, therefore,
they are characterized as gels with high molecular stability. All HG are elastic and
pseudoplastic, important rheological characteristics for proper oral application.
Furthermore, according to Spearman's correlation (p<0.05), the property “adhesiveness”
was not correlated with the mucoadhesive capacity of the formulations, making it
impossible to use it as a predictor of mucoadhesion. This study standardized experimental
conditions to evaluate HG mucoadhesion in addition to providing its rheological and
mechanical characteristics to optimize the choice of HG that can result in better clinical
efficacy.

Keywords: Oral mucosa; dentistry; hydrogels; adhesion; treatment
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1 INTRODUCAO

A administracdo topica de farmacos na mucosa bucal se destaca, sobretudo, por
ser uma via de fécil acesso e ndo invasiva. Além disso, oferece uma série de vantagens
perante a via enteral devido ao fato de evitar o efeito hepético de primeira passagem, a
eliminagdo pré-sistémica do farmaco no trato gastrointestinal e, assim, sua eventual
degradacdo quimica (Senel et al., 2000). Outra vantagem relacionada a essa via é que a
mucosa bucal, em sua maioria, é altamente vascularizada, o que pode permitir rdpida
disponibilidade do farmaco, o que a torna adequada tanto para a administracdo de farmaco
com vista a acdo local, como um anestésico local, quanto de acdo sist€mica, como anti-
hipertensivos e ansioliticos (Baus et al., 2019).

No entanto, a complexidade da barreira da mucosa bucal dificulta a permeacao
total do farmaco, apesar de ser considerada erroneamente como uma barreira permeével
(Franz-Montan et al., 2017a). Além disso, a cavidade bucal apresenta alguns desafios a
administracao topica no local que podem reduzir a absor¢do do farmaco como: fluxo
continuo de saliva, movimentos relacionados a mastigacdo e a fala, que podem levar a
diluicao do farmaco e a remocdo involuntdria da forma farmacéutica a partir do sitio de
acdo, respectivamente (Franz-Montan et al., 2017a; Franz-Montan et al., 2017b;
Hearnden et al., 2012).

Com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade dos farmacos administrados por
esta via, surgiram varias estratégias, como, por exemplo, o desenvolvimento de sistemas
mucoadesivos, 0s quais proporcionam um contato mais prolongado e intimo da
formulacdo com a superficie de absorcdo, resultando na diminuicao da frequéncia de
administracio e no aumento da disponibilidade do farmaco (Mazzarino et al., 2014).

Diversos estudos demonstraram a eficdcia clinica de formula¢des mucoadesivas
para liberacdo local de farmacos na mucosa oral, como aciclovir (Chaudhary & Verma,
2014), lidocaina (Cavallari et al., 2013), triancinolona acetonida (Ungphaiboon &
Maitani, 2001), dentre outros. Dentre estas formulacdes, destacam-se os estudos
envolvendo sistemas mucoadesivos, sobretudo hidrogéis, como promissores para essa via
de administracdo (Fonseca-Santos et al., 2017; Rodero et al., 2018; Salmazi et al., 2015;
dos Santos Ramos et al., 2016).

Os hidrogéis sdo compostos por redes poliméricas tridimensionais reticuladas que
podem servir como depdsitos de farmacos eficazes para permitir sua entrega local. Os

polimeros sdo capazes de absorver grandes quantidades de d4gua enquanto permanecem
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insoldveis devido as interconexdes entre as suas cadeias poliméricas individuais (Frade
et al., 2018). Além disso, podem ser formados por moléculas hidrofilicas de origem
natural, semissintética ou sintética, contendo numerosas fun¢des organicas, tais como
grupos carboxilas, hidroxilas e aminas, que sdo capazes de estabelecer ligacdes quimicas
com a superficie bioldgica e, assim, promovendo sua mucoadesdo (Bassi da Silva et al.,
2018).

Apesar dos estudos envolvendo hidrogéis objetivando administracdo tépica bucal
demonstrarem capacidade mucoadesiva das formulagdes em desenvolvimento, ndo existe
um ensaio padronizado para essa avaliagdo e assim, muitos protocolos experimentais sao
relatados na literatura, o que impede que uma classificagdo (ranking) da capacidade
mucoadesiva desses polimeros seja estabelecida.

O poder mucoadesivo de formulagdes contendo esses tipos de polimeros tem sido
avaliado por métodos mecanicos, conhecidos como for¢ca de destacamento e trabalho de
mucoadesdo, que sdo mensurados por ensaios in vitro realizados por meio de um
equipamento chamado texturdmetro, o qual oferece o entendimento mecanicista da
mucoadesdo (Bassi da Silva et al., 2018; Bernegossi et al., 2016; Fonseca-Santos et al.,
2017; Rodero et al., 2018; Salmazi et al., 2015; dos Santos Ramos et al., 2016).

No entanto, a variabilidade dos pardmetros utilizados nesse teste como a
velocidade da sonda, tempo de contato e for¢ca de contato podem influenciar o resultado
dos parametros de mucoadesdo e, consequentemente, restringir a comparagdo e a
correlacdo dos resultados entre estes diferentes estudos. Dessa forma, torna-se muito
importante entender a influéncia entre essas varidveis metodoldgicas para avaliacdo e
comparagao das propriedades mucoadesivas das formulacoes (Bassi da Silva et al., 2018;
Baus et al., 2019).

O planejamento fatorial € uma técnica bastante utilizada quando se tem duas ou
mais varidveis independentes (fatores). Esta técnica permite avaliar a combinagdo e
influéncia de todas as varidveis em diferentes niveis, obtendo-se, assim, a analise de cada
varidvel, sujeita aos efeitos ou influéncias das demais varidveis na resposta de um
processo, isto €, capaz de prever a interacao entre os fatores (Cunico et al., 2008).

Assim, inicialmente, o presente estudo visa determinar uma condicao
experimental ideal para ensaios de mucoadesdo, determinando valores de referéncias para
comparacdes futuras. Em seguida, determinar, qual hidrogel formulado a partir de uma
variedade de polimeros comumente utilizados no desenvolvimento de formulacdes

topicas para uso na cavidade bucal, apresenta maior capacidade mucoadesiva e
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propriedades mecanicas adequadas (analise do perfil de textura e caracteristicas
reoldgicas), visando contribuir com a escolha do polimero para futuros estudos de

desenvolvimento de formulagdes para uso tépico em mucosa bucal.

2 REVISAO DA LITERATURA

O termo bioadesdo foi inicialmente utilizado para definir a ligacdo de
macromoléculas naturais ou sintéticas a um substrato biolégico. Quando o substrato em
causa ¢ uma membrana bioldgica revestida por muco, as interagdes desenvolvem-se
diretamente com a mucosa, passando a designar-se por mucoadesdo (Figueiras et
al.,2007).

A mucoadesdo € uma alternativa para solucionar limita¢des relacionadas com a
administracdo tépica de farmacos em regides como a cavidade bucal, uma vez que
permite melhorar a disponibilidade do farmaco aumentando o tempo de contato entre as
duas superficies em resultado do estabelecimento de fortes interacdes entre o polimero e
o muco (Bernkop-Schniirch, 2005).

Virias classes de polimeros foram investigadas a fim de atender aos requisitos
adequados de um polimero mucoadesivo, tais como grupos funcionais capazes de
estabelecer pontes de hidrogénio, propriedades umectantes, propriedades de
dilatacdo/carga de agua e flexibilidade suficiente para emaranhamento com a rede de
muco do tecido. Derivados de celulose (metil-, hidroxipropil-, carboximetilcelulose) e
poli (4cido acrilico) com alto peso molecular (policarbofil, carbdmero) e polissacarideos
como quitosana, demostraram possuir as propriedades de formacdo de hidrogel
necessarias para garantir uma adequada mucoadesao (Dodou et al., 2005).

O potencial de utilizacdo de sistemas mucoadesivos como carreadores de
farmacos estd na possibilidade deste sistema prolongar o tempo de residéncia no local de
absorcdo, permitindo contato intensificado com a barreira epitelial (Hagerstrom, 2003).
Além disso, diminuem a frequéncia de administracdo e podem aumentar a adesdo do
paciente a terapia, proporcionando melhor resultado do tratamento (Woodley, 2001).

(Mazzarino et al., 2014).
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Figura 1. Estrutura quimica do Carbopol 974P.
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A Quitosana (QS) (estrutura quimica ilustrada na Figura 2) € um polimero natural
obtido a partir de materiais esqueléticos de crusticeos, cuticulas de insetos e paredes
celulares de muitos fungos, biodegraddvel, biocompativel, ndo téxico e possui
caracteristicas mucoadesivas (Jayakumar et al., 2010). Assim, hidrogéis de QS tém sido
extensivamente estudados como sistemas mucoadesivos de liberacao de fairmacos para a
via bucal devido as interagOes eletrostiticas entre os grupos amino da QS e o muco
carregado negativamente que resulta em uma elevada mucoadesao (Martinez-Martinez et

al., 2019; Souza Ferreira, de et al., 2020; Xu et al., 2015).

CH,0H

CH,0H

Figura 2. Estrutura quimica da Quitosana.

A hidroxietilcelulose de sédio (HEC) (estrutura quimica ilustrada na Figura 3) é
um éter de celulose anidnico com boa solubilidade em dgua, propriedades reoldgicas,
parametros hidrodinamicos e termodinamicos (Fekete et al., 2017; Li et al., 2014). Este
polimero tem sido muito utilizado como espessante, estabilizador ou revestimento em
varios campos de aplicacio devido a sua alta biocompatibilidade, baixa toxicidade e ndo
imunogenicidade (Abbas et al., 2017; Zulkifli et al., 2017). Além disso, foi incorporado
em filmes bucais para administracdo do Maleato de Enalapril, com a finalidade melhorar
a mucoadesdo e, por consequéncia, a eficicia terapéutica, a adesdo do paciente e a

biodisponibilidade (Semalty et al., 2010).
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Figura 3. Estrutura quimica da Hidroxietilcelulose de Sédio.
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A carboximetilcelulose (CMC) (estrutura quimica ilustrada na Figura 4) € também
um éter de celulose anidnico amplamente utilizado como sistema de liberacdo de
farmacos, devido a sua hidrofilicidade e ndo toxicidade (Javanbakht e Shaabani, 2019).
Tem sido incorporado em formulacdes desenvolvidas para tratamento de mucosite oral
contendo cloridrato de benzidamina, com o objetivo de garantir o controle da dor e a

protecdo mecanica para promover a cicatrizacdo da mucosa (Pagano et al., 2020).
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Figura 4. Estrutura quimica da Carboximetilcelulose de Sédio.

A goma xantana (GX) (estrutura quimica ilustrada na Figura 5) é um
polissacarideo anidnico produzido comercialmente por fermentacdo da bactéria
Xanthomonas campestris. E amplamente utilizado na indistria de alimentos como
estabilizante e espessante de produtos alimenticios devido as suas propriedades fisicas
(viscosidade, pseudo-elasticidade) e quimicas (solubilidade em 4gua, estabilidade de pH)
especificas (Le e Turgeon, 2013). Além disso, € utilizada como sistema de liberacdo de
farmacos na via topica bucal devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo
toxicidade e baixo custo (Le e Turgeon, 2013). Polimeros de GX ja foram utilizados para
obtencdo de filmes mucoadesivos de domperidona para o tratamento de indigestao e foi
demostrado alto poder mucoadesivo em mucosa oral e liberacdo controlada do farmaco
por 8h horas (Singh et al., 2010). Também ja foi demonstrado que um filme a base de GX
apresentou boa mucoadesividade e liberacdo sustentada de nicotina, sendo uma

formulacdo promissora no tratamento antitabagismo (Abu-Huwaijj et al., 2011).
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Figura 5. Estrutura quimica da Goma Xantana.

O 4cido hialurdonico (AH) (estrutura quimica ilustrada na Figura 6) é um
mucopolissacarideo de cadeia linear de origem natural, amplamente encontrado na matriz
extracelular superior de animais € humanos, e nos tecidos conjuntivo, nervoso e epitelial
(Becker et al., 2009; Pinto-Fraga et al., 2017). Além disso, € uma matriz multifuncional
que exibe uma variedade de fungdes fisiologicas importantes, como regulacdo da
adsorc¢do, crescimento e diferenciacdo celular, lubrificacdo das articula¢des, € promog¢ao
da angiogénese e da cicatrizacdo de feridas (Collins & Birkinshaw, 2013; Kudryavtseva
et al., 2017). Por ser um polissacarideo onipresente, apresenta baixa toxicidade e elevada
biocompatibilidade, e j4 compde diversos produtos comercialmente disponiveis na forma
de solucdes para injecdo intra-articular, oftdlmica e preenchimento dérmico (Luo et al.,
2018). Foi demonstrado que o AH foi eficiente para incorporacdo da doxorrubicina para
tratamento de cancer bucal, com o objetivo de inibir o crescimento da linha de células de
carcinoma, demonstrando alta capacidade mucoadesiva em mucosa oral suina e liberagdao

sustentada prolongada (Pornpitchanarong et al., 2020).
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Figura 6. Estrutura quimica do Acido Hialurdnico.
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Alginato de Sédio (AS) (estrutura quimica ilustrada na Figura 7) € o sal de sédio
do 4cido alginico, que quando extraido de algas marinhas da espécie laminaria, forma
uma goma, podendo ser utilizado na indidstria como emulsificante. O AS € bastante
utilizado em formulacdes para tratamento de indigestdo, bem como material para
realizacdo de moldagem em odontologia (Barbosa et al., 2018). Usualmente, este
polimero € utilizado para incorporacio de antifingicos, como Nistatina, para tratamento

de candidiase oral (Martin et al., 2015).
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Figura 7. Estrutura quimica do Alginato de Sédio.

O policarbofil (PCF) (estrutura quimica ilustrada na Figura 8) € amplamente
utilizado em uma variedade de formula¢des farmacéuticas para tratamento de obstipacao,
devido a sua propriedade de forte capacidade de adesdo as barreiras epiteliais e mucosas
(bio/mucoadesdo). E um homopolimero de alto peso molecular de grupos poli (dcido
acrilico) reticulado com divinil glicol (Bassi da Silva et al., 2018). Este polimero tem sido
amplamente utilizado em formulagdes sé6lidas, semissélidas e liquidas comerciais para
uma ampla variedade de aplicacdes médicas (Bassi da Silva et al., 2018). Foi demonstrado
que a incorporagdo da felodipina, um farmaco que apresenta baixa biodisponibilidade,
em microemulsdo-gel a base de PCF promoveu elevada mucoadesdo ap0s aplicagdo
tépica em mucosa, in vitro, € melhora da sua biodisponibilidade, podendo reduzir assim

o efeito de primeira passagem (Singh et al., 2018).
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Figura 8. Estrutura quimica do Policarbofil.

A mucosa da cavidade bucal € relativamente mais permedvel que a pele, e permite
uma absor¢ao mais rdpida do farmaco quando comparado com a via transdérmica (Galey
et al., 1976). Esta mucosa é caracterizada por uma camada epitelial cuja superficie é
coberta por muco (Carvalho et al., 2010).

Os granulos das células de Goblet localizados na zona apical do epitélio
estratificado sdo responsdveis pelo armazenamento do muco, o qual pode ser liberado por
exocitose ou esfoliacdo celular. Essas células garantem uma secre¢do basal, que ¢é
caracterizada por uma liberacdo ininterrupta, fazendo com que haja a formagdo de um
filme continuo de muco na superficie mucosa. Na presenc¢a de estimulos extracelulares,
as células de Globet sdo hiper excitadas, proporcionando uma maior quantidade de
secrecdo de muco para o exterior (Carvalho et al., 2010; Serra et al., 2009).

Para o desenvolvimento e producio de polimeros mucoadesivos, é necesséario ter
conhecimento dos mecanismos e for¢as que estabelecem a ligagdo mucoadesiva. Apesar
desses mecanismos ndo estarem completamente elucidados, sabe-se que a mucoadesao
pode ser dividida em trés etapas: 1) contato entre o sistema mucoadesivo e a camada de
muco, permitindo a fusdo, conduzindo a intumescéncia e desenrolamento das cadeias
poliméricas; 2) interpenetragdo das cadeias poliméricas bioadesivas desenroladas, no
interior da rede glicoproteica do muco; 3) formagdo de ligacdes interfaciais entre as
cadeias poliméricas e a rede glicoproteica de muco (Bassi da Silva et al., 2017; Carvalho
et al., 2010; Serra et al., 2009). As possiveis interacdes que se estabelecem entre as
cadeias poliméricas e 0 muco sao ligagdes fisicas, ligacdes quimicas primdrias e ligacoes
quimicas secunddrias (Serra et al., 2009).

As ligagdes fisicas permitem o estabelecimento de ligagdes quimicas primarias ou
secunddrias entre as superficies de contato, pois implicam na interpenetracao das cadeias
poliméricas da rede glicoproteica do muco e da formulacio, o que corresponde a fase de

interpenetracdo. Este fendmeno depende da flexibilidade das cadeias poliméricas e do seu
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coeficiente de difusdo, ou seja, da facilidade com que essas as cadeias se ligam ao muco
(Carvalho et al., 2010; Smart, 2005; Souto & Lopes, 2011).

ApOs esta fase, estabelecem-se entdo ligacdes quimicas primdrias ou secunddrias.
As ligagdes quimicas primdrias sdo ligagdes covalentes, caracteristicamente fortes, de
carater permanente, podendo ou nio ser desejdvel. Considerando que a maioria das
células epiteliais sofrem esfoliacio a cada 3 a 4 dias, as ligacdes permanentes
estabelecidas com o epitélio podem ser tempordrias (Andrews et al., 2009; Carvalho et
al., 2010; Figueiras et al., 2007; Serra et al., 2009; Smart, 2005; Souto & Lopes, 2011).

As ligacOes quimicas secunddrias sdo ligacdes de cardter fraco, mas que, em
conjunto, podem estabelecer uma ligacdo forte mediante o estabelecimento de varios
locais de interacdo. Este tipo de ligacd@o inclui as interagdes eletroestaticas, hidrofobicas
e de Van der Waals, as ligacdes iOnicas e as pontes de hidrogénio. Estas sdo,
provavelmente, as ligagdes secunddrias mais relevantes para a mucoadesao, considerando
que os principais grupos funcionais dos polimeros sao grupos hidroxila, carboxila, amina
e tiol (Smart, 2005).

Considerando que a mucoadesdo é um fendmeno influenciado por multiplos
fatores, e que existem diversas teorias que visam explicar seu mecanismo de acdo, o
conjunto dessas teorias muitas vezes se complementam e permitem explicar as indmeras
interagdes que constituem em uma ligagdo mucoadesiva (Smart, 2005; Souto & Lopes,
2011).

A teoria eletronica foi baseada na premissa de que tanto os materiais
mucoadesivos quanto os bioldgicos, possuem cargas elétricas opostas. Assim, quando os
materiais entram em contato, sdo capazes de transferirem elétrons levando a formacao de
uma dupla camada eletrOnica na sua interface, onde as forcas de atragdo no interior dessa
dupla camada eletronica determinam a forca mucoadesiva (Andrews et al., 2009;
Boddupalli et al., 2010; Derjaguin et al., 1977; Dodou et al., 2005; Edsman & Hégerstrom,
2005; Laffleur, 2014; Shinkar et al., 2012; Smart, 2005; Wang et al., 2020).

De acordo com a teoria de adsorcao, o sistema mucoadesivo adere ao muco devido
a uma ou mais forcas secunddrias, como ligacdes de pontes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas, interacdes de van der Waals, e forgas eletrostaticas. Por exemplo, as pontes
de hidrogénio sdo as forcas interfaciais predominantes em polimeros contendo grupos
carboxila (Hagerstrom, 2003; Huang et al., 2000; Lee et al., 2000; Smart, 2005). Estas

forcas tém sido consideradas as mais importantes no fendmeno de interacdo adesiva
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(Smart, 2005) pois, embora sejam individualmente fracas, o conjunto dessas interacoes
resulta em uma adesao intensa (Mathiowitz et al., 1999).

A teoria da difusdo descreve a interpenetracdo das cadeias de polimero e muco a
uma profundidade suficiente para criar uma ligacdo adesiva semipermanente. Acredita-
se que a forca de adesdo aumenta com o grau de penetracdo das cadeias poliméricas
(Mathiowitz et al., 1999). Esta taxa de penetracdo depende do coeficiente de difusdo,
flexibilidade e natureza das cadeias mucoadesivas, mobilidade e tempo de contato
(Hagerstrom, 2003; Huang et al., 2000; Lee et al., 2000; Smart, 2005). De acordo com a
literatura, a profundidade de interpenetracdo necessdria para produzir uma ligacdo
mucoadesiva eficiente € aproximadamente 0,2 a 0,5 pm (Mathiowitz et al., 1999). Para
que a difusdo ocorra, é importante que ambos os componentes envolvidos tenham boa
solubilidade, ou seja, tanto o polimero quanto o muco tenham estruturas quimicas
semelhantes. Desta forma, quanto maior for a semelhanca estrutural, melhor serd a ligacao
mucoadesiva (Mathiowitz et al., 1999).

A teoria da fratura €, talvez, a teoria mais utilizada em estudos sobre a mensura¢ao
mecanica da mucoadesdo (Mathiowitz et al., 1999). Ele analisa a forca necessdria para
separar duas superficies apds a adesao ter sido estabelecida (Hiagerstrom, 2003; Smart,
2005). Essa forga €, frequentemente, calculada em testes de resisténcia a ruptura pela
razdo da forca maxima de desprendimento e a drea de superficie total envolvida na
interacdo adesiva (Mathiowitz et al., 1999).

A teoria mecanica considera que a adesdo € devida ao preenchimento das
irregularidades de uma superficie rugosa por um liquido mucoadesivo. Além disso, tal
rugosidade aumenta a drea interfacial disponivel para ocorrer interagdes quimicas
auxiliando na dissipacdo de energia mecanica e pode ser considerada o fendmeno mais
importante do processo de mucoadesdo (Peppas & Sahlin, 1996; Smart, 2005).

Os mecanismos responsdveis pela mucoadesdo também sdo determinados pelas
propriedades intrinsecas da formulagdo e pelo ambiente em que ela € aplicada (Lee et al.,
2000). Os fatores intrinsecos do polimero estdo relacionados ao seu peso molecular,
concentracdo e flexibilidade da cadeia. Para polimeros lineares, a mucoadesdo aumenta
com o peso molecular, mas a mesma relacdo ndo € vélida para polimeros ndo lineares,
nesse caso, a concentracao e flexibilidade da cadeia s@o as caracteristicas que definem a
capacidade de mucoadesao (Carvalho et al., 2010).

Ensaios in vitro/ex vivo sdo importantes no desenvolvimento de um sistema

bioadesivo de liberac@o controlada, pois sdo capazes de simular uma condicao real para
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diferentes locais de administracio de tOpica, como oral, nasal, vaginal, retal e com isso
podem avaliar a capacidade de permeacdo, mecanismo e velocidade de liberacdo do
farmaco; compatibilidade, estabilidade mecanica e fisica da formulagao, e finalmente, a
interacdo superficial e forca da ligacdo bioadesiva entre formulacdo e membrana mucosa
(Carvalho et al., 2010).

Apesar de muitos avangos nas metodologias de avaliagdo de mucoadesdo,
nenhuma delas apresenta uma condi¢do experimental ideal para esse tipo de ensaio. A
maioria dos testes disponiveis foram adaptados de outras técnicas preexistentes, mas nao
sdo uteis para selecionar os candidatos promissores como mucoadesivos, bem como para
elucidar seus mecanismos de acao (Carvalho et al., 2010).

A técnica do saco intestinal € um tipo de método ex vivo, empregado desde 1954
para estudar o transporte intestinal. Santos e colaboradores (1999) utilizaram este método
adaptado para mensurar a mucoadesdo. De acordo com os autores, 0 método € facil de ser
reproduzido. Um segmento de tecido intestinal do rato é removido e evertido. Uma de
suas extremidades € suturada e entdo, o saco € preenchido com solugcdo salina e
introduzido em tubos contendo o sistema em andlise. Em seguida sdo agitados, incubados
e, por fim, removidos. A porcentagem da taxa de adesdo do sistema de liberacdo no saco
€ determinada subtraindo a massa residual da por¢do do saco intestinal da sua massa
inicial (Santos et al., 1999).

Uma outra metodologia que permite analisar macroscopicamente a ocorréncia de
interacdo entre a formulacdo/polimero e a mucina, isto €, uma previsdo indireta de
capacidade mucoadesiva, € a andlise reologica de formulacdes semissolidas, conforme
inicialmente proposta por Hassan e Gallo (1990). Esta metodologia utiliza ensaios
viscosimétricos que preveem o aumento da viscosidade da formulacdo devido a sua
interacdo com a mucina. A forca de mucoadesdo € obtida a partir de mudancas da
viscosidade dentro do sistema polimérico, resultado do rearranjo de macromoléculas dos
polimeros, onde a energia de interagdo pode ser transformada em trabalho. Desta forma,
a mucoadesao positiva € caracterizada quando a resposta reoldgica da mistura polimero-
mucina for maior do que a do polimero e da solu¢do de mucina individualmente (Callens
et al., 2003; Carvalho et al., 2010; Héagerstrom, 2003; Hassan e Gallo, 1990).

Também existem experimentos que analisam as interacdes moleculares
envolvidas na mucoadesdo. O uso de espectroscopia dielétrica de baixa frequéncia
representa uma tentativa de estudar as intera¢des gel-muco préximas ao nivel molecular,

conforme proposto por Hégerstrom em 2003. Esse experimento avalia as possiveis
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interacOes fisico-quimicas entre moléculas e glicoproteinas do muco com a formulagao
em resposta a aplicagdo de um campo elétrico. Esta € a etapa que antecede a formagao
das ligagdes durante o processo de mucoadesdo. Uma tensdo elétrica € aplicada em toda
a amostra e a resposta € medida em funcao da frequéncia. A partir das respostas referentes
as interacoes entre a formulagc@o e o muco, a impedancia ou permissividade da amostra é
obtida e a propriedade da variacdo das cargas no sistema pode ser determinada
(Hagerstrom, 2003).

O ensaio de colorimétrico também € um método in vitro que permite avaliar a
capacidade mucoadesiva de formulagdes. Na metodologia descrita por He e
colaboradores (1998), as propriedades mucoadesivas do polimero sdo avaliadas por sua
interacdo com a mucina. Uma solucio de reagente de Schiff € adicionada a solucdo de
polimero e mucina e, entdo centrifugada. O sobrenadante € utilizado para a medicao do
teor de mucina livre estimando assim a quantidade de mucina aderida a formulagao (He
et al., 1998).

O método mais empregado na literatura para mensurar a mucoadesdo € o ensaio
que avalia a resisténcia a tracdo de ruptura através de um analisador de textura (Bromberg
et al., 2004; Bruschi et al., 2007; Hagerstrom, 2003). Trata-se de uma metodologia in
vitro ou ex vivo a qual avalia a capacidade de mucoadesio de formulacdes a partir da
mensuragcdo da for¢ca necessdria para quebrar a ligacdo entre a membrana e o sistema
mucoadesivo, fornecendo valores de do pico da forca mucoadesiva (Fmax) € do trabalho
de mucoadesao (Tmuc). Dependendo da direcdo em que o sistema mucoadesivo é separado
do substrato, é possivel obter também valores das forcas de cisalhamento e ruptura
(Hagerstrom, 2003). O substrato utilizado pode ser um disco composto de mucina
(Bruschi et al., 2007), uma por¢dao de mucosa animal (Héagerstrom, 2003) ou muco
intestinal de ratos (Bromberg et al., 2004). O analisador de textura possui um dispositivo
para fixacdo da membrana bioldgica e uma sonda (A/MUC), a qual possui ranhuras
concéntricas usinadas que permite a fixagdo de um volume controlado da formulacdo a
superficie inferior da sonda.

Nesse experimento, algumas varidveis como a forca de contato entre a formulagao
e a mucosa, o tempo de contato entre ambos e a velocidade da sonda, até que haja o
destacamento entre a formulacio e o substrato bioldgico sio ajustadas pelo pesquisador
previamente ao ensaio de mucoadesao (Jones et al., 1997b; Bassi da Silva et al., 2017;
Carvalho et al.,, 2012). Essas varidveis experimentais nao foram padronizadas na

literatura, e hé relatos de diferentes condi¢des experimentais, tais como forca de contato
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aplicada variando entre 0,1 a 2 N, tempo de contato variando de 10s a 10min e velocidade
de sonda variando entre 0,1 mm/s a 2 mm/s (Cubayachi et al., 2015; Luo et al., 2008;
LaFountaine et al., 2017; Jones et al., 2009; Wong et al., 1999), dificultando a comparacdo
entre os estudos.

Desta forma uma das hipdteses deste estudo foi que seria possivel determinar a
combinagcdo dessas varidveis experimentais que garantisse a maior capacidade
mucoadesiva de uma formula¢do comercial através de um planejamento fatorial. Além
disso, estabelecer valores de referéncia para Fmax € Tmuc. Outra hipétese do estudo foi que
utilizando a condi¢@o experimental pré-determinada, seria possivel escolher o hidrogel
com maior capacidade mucoadesiva e, em conjunto com a determinac¢do das propriedades
mecanicas e reoldgicas, auxiliaria futuros estudos na escolha do polimero para o

desenvolvimento de uma formulacao ideal para uso tépico em cavidade bucal.
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3 PROPOSICAO

Avaliar e correlacionar as propriedades mucoadesivas, mecanicas e reoldgicas in
vitro de diferentes hidrogéis monopoliméricos a 5% (m/m) utilizados em formulacdes
topicas desenvolvidas para a cavidade bucal a fim de se otimizar a escolha do hidrogel
com as propriedades que podem resultar em melhor eficécia clinica.

Objetivos secundérios:

e Otimizar a condicao experimental (velocidade da sonda, tempo de contato e
for¢a de contato) que resulte em maior capacidade mucoadesiva in vitro (pico da

for¢a mucoadesiva e trabalho de mucoadesao)

e Estabelecer valores de referéncia das variaveis de mucoadesdo (Fmax € Tmuc),

visando a padroniza¢do do método para futuros estudos;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Material

e Mucosa jugal de suinos, obtidas comercialmente no Frigorifico Angelelli® Ltda,
Piracicaba-SP (certificado pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
Estado de Sao Paulo - SIF 2259).

e Material cirdrgico: tesoura, descolador gengival, bisturi, [dmina n°11

e Polimeros utilizados para o preparo dos hidrogéis: Carbopol 974P® - Lubrizol®
(Sao Paulo; Brasil), Quitosana - Sigma® (Téquio; Japao), Hidroxietilcelulose de
s6dio - Audaz® (Sdo Paulo; Brasil), Carboximetilcelulose de Sédio - Audaz®
(Sdo Paulo; Brasil), Goma xantana - Exodocientifica® (Sumaré-SP; Brasil), Sal
de sédio de 4cido hialurdnico - Mapric® (Yiwu; China), Alginato de sédio - LS
Chemicals® (Mumbai; fndia), Policarbofil - Lubrizol® (Sdo Paulo; Brasil).

e Saliva artificial - 8g/L de cloreto de sédio (NaCl) - Exodocientifica® (Sumaré;
Brasil), 0,19 g/L de fosfato monobdsico de potdssio (KH2HPO4) - Sigma®
(Téquio; Japdo), 2,38 g/L de fosfato dissédico (Na2HPO4) — Exodocientifica®
(Sumaré- SP; Brasil) com pH 6,8 (Marques et al., 2011).

e Trietanolamina — Sigma® (T6quio; Japdo)

e Tampao fosfato salino (PBS) com pH 7,4 (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM)

e Formulagio tépica comercial: Omcilon-A em Orabase®, composto por
Triancinolona Acetonida, Sulfato de Neomicina, Gramicidina, Nistatina,
Pectina, Gelatina, Carmelose Sddica, Petrolato Liquido e Polietileno (Bristol-

Myers Squibb).

4.2. Equipamentos

e Analisador de textura TA-XT Plus, com a sonda A/MUC - Stable Micro
Systems.

e Redmetro AR2000 de estresse controlado (Discovery Hybrid Rheometer DHR-
1

e Peagimetro — PHS-3E — Labmeter ®

e Centrifuga - Rotina 420R ®

e Banho Maria — MA 179 — Marconi ®

e Agitador Magnético — Thermo Scientific — Cimarec ®
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4.3. Métodos

4.3.1. Preparo dos tecidos para os ensaios de mucoadesao in vitro

As maxilas de porco (Susscrofa doméstica, da raca Landrace, com cinco meses de
idade e pesando entre 75 e 80 Kg) foram adquiridas do Frigorifico Angelelli® Ltda e
transportadas em tampao fosfato salina - PBS (pH 7,4) para o laboratério em até 30
minutos apds o abate dos animais. O preparo da mucosa jugal foi realizada de acordo com
o método descrito por Franz-Montan e colaboradores (Franz-Montan et al., 2016).

As bochechas dos animais foram separadas do tecido adjacente com auxilio de
lamina de bisturi e lavadas com PBS. Posteriormente, as mucosas foram imersas em
banho de dgua destilada a 60 °C, por 2 minutos, sendo este aumento da temperatura
incapaz de provocar alteracdes nas caracteristicas histolégicas (Nicolazzo et al., 2003).
Ap6s este periodo, o epitélio foi delicadamente separado do tecido conjuntivo (lamina
prépria) com auxilio de um descolador de Molt e analisado, visualmente, para detec¢do

de possiveis injurias do tecido, a fim de exclui-lo do estudo (Franz-Montan et al., 2016).

4.3.2. Avaliacao in vitro da capacidade de mucoadesiva das formulacoes

A capacidade mucoadesiva das formula¢des (Omcilon-A em Orabase® e todos os
hidrogéis) foi avaliada medindo a for¢a necessdria para separar a formulacdo do substrato
biolégico (mucosa jugal de porco) utilizando um analisador textura TA-XT Plus® (Stable
Micro Systems) no modo de tensao (Jones, 1999).

Inicialmente, o epitélio de mucosa jugal foi fixado no suporte para tecidos da
sonda A/MUC seguida de umedecimento desta com saliva artificial a 37 °C. A formulagdo
foi acondicionada no suporte especifico para formulagdo da sonda A/MUC, conforme

ilustra a Figura 9.

¢ Sy e
Figura 9. Preparo da mucosa suina para o teste de mucoadesao: (A) separacdo do epitélio
da mucosa suina dos tecidos adjacentes; (B) amostra do epitélio da mucosa fixada no
dispositivo de mucoadesdo (A/MUC); (C) formulacdo fixada na sonda A/MUC; (D) a
formulagdo fixada na sonda A/MUC e o suporte imerso em saliva artificial.
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O teste foi iniciado com uma velocidade de tensdo constante até que a mucosa
entrasse em contato com a formulacdo. A mucosa e a formulagdo foram mantidas em
contato e uma forga foi aplicada durante tempo determinado. A escolha desses parametros
€ descrita a seguir, no item 4.3.3.

Em seguida, uma velocidade de tragdo foi aplicada até que ocorresse o
destacamento entre a mucosa e a formulagdo. O trabalho de mucoadesao (Tmuc), que se
refere a for¢a necessdria para que haja o destacamento da mucosa/formulacio em
determinado tempo, foi calculado a partir da area sob a curva forca versus tempo (N.s),

utilizando o Software Expoent 6.1.18 (Stable Micro Systems, UK).

4.3.3. Influéncia das variaveis experimentais do ensaio de mucoadesao in

vitro nas propriedades mucoadesivas

Com o intuito de avaliar a influéncia da variagdo das condi¢Oes operacionais
(varidveis independentes) do ensaio de mucoadesao: velocidade da sonda, forca e tempo
de contato e determinar a combinagdo dessas condi¢cdes experimentais que garanta maior
mucoadesdo, um planejamento fatorial 23, composto de oito ensaios nos pontos
experimentais e uma triplicata na condicao central foi aplicado. A formulacdo comercial
escolhida para esse estudo foi o Omcilon-A em Orabase®.

O Quadro 1 ilustra as condi¢des experimentais utilizadas no presente estudo:
ponto central (0) e os limites superiores (+1) e inferiores (-1). A escolha da condi¢ao
central foi baseada em alguns trabalhos descritos na literatura (Cubayachi, 2015; Jones et

al., 1997a; Jones et al., 1997b; Jones et al., 1997c; Jones et al., 2009).

Quadro 1. Condicdes central e limites superiores e inferiores das condicoes
experimentais de forca de contato (N), tempo de contato (s) e velocidade da sonda (s).

Niveis
Fatores
(-1 0) (+1)
Forca de contato (N) 0,1 0,5 0,9
Tempo de contato (s) 10 30 50
Velocidade da sonda (mm/s) 0,1 1,0 1,9

Com a finalidade de otimizar o planejamento, os efeitos das varidveis
independentes (pico da forca mucoadesiva e trabalho de mucoadesao) sobre as respostas

obtidas foram modelados usando um modelo linear matemdtico para descrever as
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varidveis independentes e suas interacdes com as vdrias respostas medidas geradas pelo
planejamento fatorial 2°.

No Quadro 2, s@o apresentadas as condi¢des experimentais das possiveis
combinagdes obtidas com o planejamento fatorial 2° utilizadas nos ensaios de
mucoadesao.

Quadro 2. Condi¢des experimentais utilizadas nos ensaios de mucoadesao.

Condicoes experimentais
Ensaio Forca (N) Tempo (s) Velocidade (mm/s)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

A repetibilidade experimental foi investigada avaliando a dispersao dos resultados
no ponto central (nivel 0 para as varidveis). Para a avaliacdo do planejamento
experimental estatistico foi utilizado o software livre GUI Octave 1.0.14. A andlise de
variancia (ANOVA) foi usada para investigacdo dos dados para obter a interacdo entre as
varidveis processadas e as respostas. A qualidade do ajuste polinomial foi expressa pelo
coeficiente de determinacao (R?) e sua significancia estatistica foi avaliada pelo Teste F
no mesmo programa. Os termos do modelo foram avaliados para um valor de P

(probabilidade) com um nivel de confianca de 95% (a = 0,05).

4.3.4. Preparo dos hidrogéis

Os hidrogéis monopoliméricos foram preparados no laboratério de Fisiologia Oral

da Faculdade de Odontologia de Piracicaba utilizando os seguintes polimeros: Carbopol
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974P®, quitosana, hidroxietilcelulose de sédio, carboximetilcelulose de sédio, goma
xantana, sal de 4dcido hialurdnico, alginato de sédio e policarbofil, gentilmente doados
pelo Prof. Dr. Marlus Chorilli, coordenador do laboratério de Farmacotécnica do
Departamento de Farmacos e Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. O Quadro 3 apresenta as
caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros e o pH final dos hidrogéis. Os hidrogéis
foram todos preparados a uma concentra¢ao polimérica de 5% (m/m). O polimero de
quitosana foi disperso em &cido acético a 2% (v/v), enquanto todos os outros foram
dispersos em dgua desmineralizada em agitador magnético a 500 rpm. Com excecdo do
hidroxietilcelulose de sddio, que foi disperso com dgua desmineralizada aquecida a uma
temperatura de 60-70 °C, todos os demais foram dispersos em temperatura ambiente. O
pH de todas as formulacdes foi mensurado e o ajuste das formulacdes compostas de
Carbopol e do policarbofil, polimeros 4cidos, foi feito com a adicdo de 2 mL de
trietanolamina as formulagdes. A dispersdo foi homogeneizada e entdo deixada por 48h
para intumescimento completo e equilibrio do polimero a temperatura ambiente (Baus et

al., 2019).

Quadro 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros e pH final dos hidrogéis.

Polimero Massa molecular Carga elétrica PH dos
[kDa] hidrogéis

Carbopol 974P® 3000 Anidnico 6,0
Quitosana 50-190 Catidnico 5,2
Hidroxietilcelulose 300 Nao i6nico 6,8
Carboximetilcelulose de s6dio 450 Anidnico 7.1
Goma Xantana 1000 Anidnico 7,2
Sal de Acido Hialurdnico 1500-1800 Anidnico 6.3
Alginato de sédio 100-200 Anidnico 7,0
Policarbofil 3000 Anidnico 5.8

4.3.5. Ensaios in vitro de Mucoadesao e Perfil de Textura dos hidrogéis

A andlise de mucoadesao in vitro dos hidrogéis foi realizada conforme descri¢ao

no item 4.3.3. utilizando as condi¢cOes experimentais que resultaram em maior
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mucoadesdo da formulagdo comercial avaliada: for¢ca de contato = 0,552 N, tempo de
contato = 10 s e velocidade da sonda = 2 mm/s.

A andlise do perfil de textura (TPA — sigla do inglés Texture Profile Analysis) dos
hidrogéis foi realizada usando o equipamento TA-XT Plus® (Stable Micro Systems,
Surrey, Inglaterra) no modo TPA (Jones, 1997; Jones, 2002), a partir do qual foram
calculadas as propriedades mecanicas, tais como a dureza, compressibilidade,
adesividade e coesividade.

Para a realizacdo da andlise das propriedades mecanicas, os hidrogéis preparados
(10 g) foram colocadas em tubos de centrifuga conicos de 50 mL (Falcon, BD®, Franklin
Lakes, EUA) e centrifugados a 4000 rpm, durante 3 minutos, para homogeneizacao das
formulacdes. As formulagdes foram mantidas em descanso em temperatura ambiente
durante 24 h. O experimento foi conduzido com uma sonda analitica de 10 mm de
diametro, com velocidade de compressdo de 2 mm/s e profundidade de penetracdo de 10
milimetros. Em seguida, foi programado para retornar para a superficie da amostra na
mesma velocidade. Uma segunda compressao foi iniciada nas mesmas condi¢des apds o
intervalo de 5 s entre as compressdes. Os experimentos foram realizados a temperatura

ambiente (+ 25 °C). As andlises foram realizadas em 10 replicatas.

4.3.7. Determinacdo do comportamento reolégico
4.3.7.1 Anadlise reolégica de cisalhamento continuo (fluxo)

Essa analise foi realizada utilizando o redmetro hibrido modelo Discovery Series
DHR-1 (TA Instruments Ltd. Leatherhead, Reino Unido) com geometria placa com 40
mm de didmetro e com gap de 500 pm. A andlise foi realizada em triplicata a 37 °C. O
software HR1 - 5332-1380 TA Instruments Trios v.4.1.0.31739 foi usado para aquisi¢ao
de dados.

Aproximadamente 3 g de cada hidrogel foi aplicado, com o auxilio de uma
espatula, na placa inferior do redmetro, seguido do repouso de 30 s para inicio da andlise.
A taxa de cisalhamento empregada foi de 0,01 a 100 s™! para a curva ascendente e de 100
a 0,01 s”! para a curva descendente, com duragéo de 120 s cada.

Os dados das curvas ascendentes foram ajustados de acordo com o modelo
reologico de Herschel-Bulkley (Schenkels et al., 1995; Marena et al., 2020) onde se

obteve os pardmetros reoldgicos continuos através da Equacgdo 1:

T =190+ kxyl
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Onde: 7 € tensdo de cisalhamento (Pa); 1o € tensao de cisalhamento inicial (Pa); k
é coeficiente de consisténcia (Pa.s"); y é taxa de cisalhamento (s'); n é indice de

comportamento do fluido (adimensional).
4.3.7.2 Analise reologica oscilatéria

A andlise oscilatéria foi realizada utilizando o mesmo equipamento descrito no
item anterior. Inicialmente, foi realizado o teste de varredura de tensdo com o intuito de
se determinar a regido viscoeldstica linear (RVL) de cada polimero. A faixa de tensdo de
cisalhamento empregada nessa andlise foi de 0 a 10 Pa e frequéncia de 1 Hz, a 37,0°C.
Ap6s a definicdo da tensdo da regido viscoeldstica, foi realizado o teste de varredura de
frequéncia para se determinar o mddulo eléstico (G’) e modulo viscoso (G”). Para essa
andlise foi empregada a faixa de frequéncia de 0 a 10 Hz, a tens@o constante selecionada

da RVL a 37 °C (Calixto et al., 2015; Victorelli et al., 2018).
Os dados foram analisados para se determinar a relagdo de G’ de acordo com a
Equacio 2:
G'=S X w" (equagdo 2)
Onde: G’ representa 0 modulo de armazenamento, ® a frequéncia oscilatéria, S a

resisténcia do gel, e 7 o expoente viscoeldstico (Saxena et al., 2011).

4.4. Analise estatistica

Os resultados de pico da forca mucoadesiva, trabalho de mucoadesdo, dureza,
compressibilidade, coesividade e adesividade foram comparados através da andlise de
variancia de multiplas comparag¢des para dados nao-paramétricos (Kruskal-Wallis). Em
todos os casos, as comparagdes ‘“post-hoc” foram realizadas pelo procedimento de
escalonamento linear de dois estdgios (teste de Benjamin, Krieger e Yekutieli),
considerando valor de p<0,05. A correlagdo entre as varidveis trabalho de mucoadesao
(teste de mucoadesao) e adesividade (andlise do perfil de textura) foi avaliada pelo teste
de Spearman. O software utilizado nessas andlises foi o GraphPad Prism 9.

Os dados dos estudos reoldgicos foram analisados por meio de estatistica
descritiva seguida de Andlise de Variancia a dois fatores independentes, utilizando o post-
hoc Bonferroni para de comparacdes multiplas e valor de significancia igual a 5%. O

software utilizado foi o IBM® SPSS® Statistics.
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5 RESULTADOS

5.1. Determinacao da condicao experimental para o experimento de mucoadesao
Os resultados obtidos em relacdo ao pico da for¢ca mucoadesiva (N) e trabalho de
mucoadesao (N.s) dos 11 ensaios de mucoadesao realizados com a formulacdo comercial
Omcilon®- A Orabase estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Valores do pico da for¢ca mucoadesiva (N) e trabalho de mucoadesao (N.s) dos

11 diferentes ensaios de mucoadesao realizados com a formula¢do comercial Omcilon®-
A Orabase.

Testes Pico da forca mucoadesiva Trabalho de mucoadesao

N) (N.s)
1 0,067822792 0,299
2 0,297278789 0,741
3 0,067822792 0,321
4 0,290492587 0,936
5 0,067822792 0,209
6 0,223807367 0,392
7 0,072343657 0,198
8 0,397875405 0,537
9 0,170115958 0,659
10 0,167291643 0,64
11 0,172940273 0,678

Para cada uma dessas respostas foi gerado um modelo matematico que descreve
o papel de cada fator e sua interagdo. Além disso, o software empregado (Design
Expert®) determinou a existéncia dos modelos e fatores significativos através da andlise
da ANOVA com (p<0,05). Também, por meio da andlise dos fatores do modelo (forca de
contato, tempo de contato e velocidade da sonda), determinou-se ou um efeito positivo,
0 qual com o aumento de um coeficiente hd um aumento da resposta estudada; ou ao
contrério, onde o aumento de um ou mais fatores contribui para diminuir a resposta, tendo
efeito negativo na mesma. Esta abordagem quimiométrica também permitiu avaliar se
houve interacdo entre os fatores (forca de contato, tempo de contato e velocidade) e como
i1sso modulou a resposta (Rodrigues, 2017).

Os valores de pico da for¢ca mucoadesiva (N) e trabalho de mucoadesdo (N.s) das

amostras de Omcilon® experimentalmente avaliadas pela combinacdo dos fatores em
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diferentes niveis (conforme estabelecidos na Tabela 4) variou de 0,007-0,398 N e 0,198-
0,741 (N.s), respectivamente.

Com relag@o a resposta obtida do pico da for¢a mucoadesiva (N), a andlise da
variancia confirmou que o modelo foi significativo (p<0,0001), assim pelo menos um dos
fatores foi significativo para a modulacdo dos resultados de pico da for¢ca mucoadesiva
(N) empregados no teste de mucoadesdo. Ainda, a falta de ajuste ao modelo ndo foi
significativa (p>0,05), de acordo com o preconizado para este tipo de anélise. Além disso,
apenas a varidvel independente forca de contato (N) (p<0,0001) teve papel relevante na
modulacdo dos valores de pico da for¢a mucoadesiva (N) do Omcilon®, tendo efeito
positivo no mesmo, ou seja, a medida que a forca de contato (N) aumenta, o valor do pico
da for¢a mucoadesiva também aumenta.

Entretanto, a variacdo de condi¢des experimentais de tempo de contato (s) e
velocidade (mm/s) no teste de mucoadesdao ndo foi responsivel pela modulacdo da
resposta pico da forca mucoadesiva (p>0,05).

O grafico de superficie, ilustrado na Figura 10, evidencia o papel positivo da for¢ca

de contato (N) na modulacdo da resposta do pico da forca mucoadesiva (N).

In,4
0.07
A:Forga

B: Tempo

C: Velocidade = 1

Pico mucoadesao (N)

A: Forca (N)

Figura 10. Gréfico de superficie da formulacdo de Omcilon® no que se refere ao estudo
do pico da for¢a mucoadesiva (N), de mucoadesao, considerando a velocidade de 1mm/s.

N

O modelo foi significativo (p=0,0146) em relacdo a resposta trabalho de

mucoadesao (N.s), o qual pelo menos umas das varidveis independentes avaliadas
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modulou tal resposta de maneira estatisticamente significativa e que nio houve falta de
ajuste do modelo (p>0,05).

Evidenciou-se também que o tnico fator significativo para o modelo também foi
a forga de contato (N) (p=0,0146). A for¢ca de contato (N) também teve um efeito positivo,
ou seja, a medida que aumenta a forca de contato (N), o trabalho de mucoadesdo (N.s)
também aumenta. Assim, a Figura 11 dispde o gréfico de superficie que evidencia o papel

da for¢a de contato (N) na modula¢do do trabalho de mucoadesao (N.s).

IDQ
02
A: Forga

B: Tempo

C: Velocidade = 1

Trabalho mucoadesao (N.s)

30 05
B: Tempo (s) 2 03 A: Forga (N)

10 01

Figura 11. Gréfico de superficie da formulacdo de Omcilon® no que se refere ao estudo
do trabalho de mucoadesdo (N.s), considerando a velocidade de 1mm/s.

De maneira similar ao observado para a resposta de pico da forca mucoadesiva
(N), as varidveis independentes tempo de contato (s) e velocidade (mm/s) ndo foram
capazes de modular a resposta trabalho de mucoadesdo (N.s) de maneira significativa
(p>0,05).

De maneira geral, os resultados desse estudo baseados nos dados
supramencionados e na otimiza¢do numérica dos valores obtidos com faixas aceitdveis
de pico da forca mucoadesiva de no minimo 0,2 N e trabalho de mucoadesdo de 0,6 N.s,
permitiram definir o Design Space, ilustrado na Figura 12.

O Design Space® compreende uma regido robusta (amarelo) que sugere as
melhores condi¢des experimentais (Rodrigues, 2017) responsdveis pelos parametros

otimos de execucdo do teste de mucoadesdo por meio de um analisador de textura, dada
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pela sobreposi¢do dos resultados do pico de Forga (N) e trabalho de mucoadesdo (N.s).
Desta forma, concluiu-se que a forca de contato empregada no teste deve ser de no
minimo 0,552 N. No entanto, as demais varidveis (velocidade da sonda e tempo de

contato) ndo foram significativas para a otimiza¢do das respostas de mucoadesao.

Overlay Plot
382309
Pico mucoadesao
Trabalho mucoadesao
A: Forga
B: Tempo SRS
C: Velocidade = 1 o
; Trabalho mucoadesac: 0.5
S sz — Pico mucoadesac: 0.2
@
- Pico mucoadesao: 0.200335
m Trabalho mucoades 0.524663
X1 0.552614
368806 —
354305 T T
01 03 05 07 09
A: Forga (N)

Figura 12. Design space® (regido em amarelo) das formulacdes de Omcilon® analisadas
no planejamento fatorial.

5.2. Capacidade mucoadesiva dos hidrogéis para uso em cavidade bucal

As respostas referentes ao trabalho de mucoadesao dos hidrogéis e da formulacao
comercial — Omcilon- A Orabase® (OMC), estdo expressas na Figura 13. O hidrogel de
Carpobol apresentou o maior valor (p<0,05) de trabalho de mucoadesdao. Goma Xantana
e Omcilon representam um grupo com a segunda maior capacidade mucoadesiva, sem
diferencas estatisticas entre as formulagdes (p=0,466). Em seguida, a quitosana expressou
o terceiro maior trabalho de mucoadesdo. Ja os menores valores estdo representados pelos
hidrogéis de carboximetilcelulose de sddio, 4cido hialurdnico, alginato de sédio (p>0,05),

e, por dltimo, os hidrogéis de policarbofil e hidroxietilcelulose de sédio (p>0,05).
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Figura 13. Trabalho de mucoadesdao (N.s) dos hidrogéis. Policarbofil (PCF);
Hidroxietilcelulose de sodio (HEC); Alginato de sodio (AS); Acido hialur6nico (AH);
Carboximetilcelulose de sdédio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma
Xantana (GX); Carbopol (CBP). P< 0,05, Kruskal-Wallis.

5.3. Anadlise de perfil de textura dos hidrogéis para uso em cavidade bucal

Os resultados dos parametros de adesividade, dureza, coesividade,
compressibilidade para o Omcilon® e cada um dos hidrogéis investigados, estdo
apresentados nas Figuras 14,15, 16 e 17, respectivamente.

A Figura 14 mostra os hidrogéis de Carbopol 974P® e 4cido hialurénico com os
maiores valores (p<0,05) de adesividade (p=0,864), seguidos de hidroxietilcelulose de
s6dio com adesividade igual. Na sequéncia, o Omcilon®, o hidrogel de policarbofil e o
hidrogel de carboximeticelulose de s6dio também se apresentaram significativamente
semelhantes entre si (p>0,05). Os menores valores deste parametro foram representados
pelos hidrogéis de goma xantana, alginato de sdédio (0,0465 N.s) (p = 0,102), e, por fim,

a quitosana com o menor valor de adesividade.
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Figura 14. Perfil de adesividade das formulacdes. Policarbofil (PCF); Hidroxietilcelulose
de s6dio (HEC); Alginato de sodio (AS); Acido hialurénico (AH); Carboximetilcelulose
de s6dio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma Xantana (GX); Carbopol
(CBP). P< 0,05, Kruskal-Wallis.

Em relacdo a resisténcia do material a penetracdo mecanica (dureza), demonstrada
na Figura 15, os hidrogéis de dcido hialuronico, hidroxietilcelulose de sédio e carbopol
apresentaram 0s maiores valores (p<0,05) e apresentam-se significativamente
semelhantes entre si (p=0,104), na sequéncia, hidroxietilcelulose de sddio e Omcilon®
(p=0,086). J4 os menores valores sdo representados pelos hidrogéis de policarbofil,
carboximetilcelulose de sédio, goma xantana (p>0,05), seguidos de quitosana e alginato

de sédio que também apresentaram semelhancga significativa entre si.

PCF- -
HECH —E
AS{
AH; —EE—
CMCH Wil
OMC- -
QUITH i
GXH i
CBP- HL
Dureza (N)
Figura 15. Perfil de dureza das formulacdes. Policarbofil (PCF); Hidroxietilcelulose de
sodio (HEC); Alginato de s6dio (AS); Acido hialurénico (AH); Carboximetilcelulose de
s6dio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma Xantana (GX); Carbopol
(CBP). P< 0,05,, Kruskal-Wallis.

A Figura 16, ilustra os valores do parametro compressibilidade dos hidrogéis.
Quitosana e alginato de sédio apresentaram os maiores valores em relagdo as demais

formulacdes, sem diferenga entre si (p = 0,3920). O Omcilon e os demais hidrogéis
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apresentaram valores muito proximos, porém com diferencas estatisticas entre si.
Carboximetilcelulose de s6dio e Omcilon, representaram o segundo grupo com maior
compressibilidade (p=0,174), seguidos de dcido hialur6nico e hidroxietilcelulose de s6dio
(p = 0,942). Por ultimo, goma xantana, policarbofil e carbopol apresentam os menores

valores, sem diferenca estatistica entre si (p>0,05).

PCF il
HEC i
AS HiH
AH- HH
CMC- 0
OMC- I
QUIT
GX- —l
CBP{
Compressibilidade
Figura 16. Perfil de compressibilidade das formulacdes. Policarbofil (PCF);
Hidroxietilcelulose de sodio (HEC); Alginato de sodio (AS); Acido hialur6nico (AH);
Carboximetilcelulose de sdédio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma
Xantana (GX); Carbopol (CBP). P< 0,05, Kruskal-Wallis

—

Os resultados quanto a coesividade do Omcilon e hidrogéis investigados estao
ilustrados na Figura 17 e mostraram que os hidrogéis de alginato de sddio, quitosana e
carboximetilcelulose de s6dio apresentam os maiores valores (p<0,05) de coesividade,
sem diferencas estatisticas entre as formulacdes, seguidos de hidroxietilcelulose de s6dio
e d4cido hialuronico (p=0,288). Carbopol e Omcilon também se apresentaram
estatisticamente semelhantes (p = 0,847). Ja os menores valores estdo representados pelos

hidrogéis de policarbofil e goma xantana (p = 0,290).
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| Coesividade '
Figura 17. Perfil de coesividade das formu]agﬁes. Policarbofil (PCF); Hidroxietilcelulose
de sédio (HEC); Alginato de sddio (AS); Acido hialurénico (AH); Carboximetilcelulose
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de s6dio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma Xantana (GX); Carbopol
(CBP). p<0,05, Kruskal-Wallis

5.4. Analise de correlacao entre adesividade e trabalho de mucoadesao

Através da andlise de correlagdo de Spearman (rS), foi investigada a relacdo entre
o trabalho de mucoadesao e adesividade das formulacdes. Esta andlise permitiu agrupar
os hidrogéis em quatro grupos distintos, conforme ilustra a Figura 18. O grupo 1,
composto apenas pelo alginato de sédio, tem como caracteristica uma formulacdo que
apresenta baixa adesividade e baixa mucoadesdo. O grupo 2, composto apenas pela
quitosana, tem como caracteristica uma formulagcdo que apresenta baixa adesividade e
alta mucoadesdo. O grupo 3, composto por dcido hialurdnico, hidroxietilcelulose de
sddio, policarbofil e carboximetilcelulose de sddio, tem como caracteristica formulacdes
que apresentam alta adesividade, mas baixa mucoadesdo, e o grupo 4, composto por
carbopol, goma xantana e Omcilon tem como caracteristica formulacdes que apresentam
alta adesividade e alta mucoadesdo. Desta forma, considerando as diferentes
caracteristicas dos quatro grupos distintos e os valores da andlise de correlagdo,
detalhados na Tabela 2 foi possivel verificar que ndo houve correlacio entre adesividade

e mucoadesdo em nenhum dos grupos.
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Figura 18. Correlacio entre trabalho de mucoadesao e adesividade. Policarbofil (PCF);
Hidroxietilcelulose de sodio (HEC); Alginato de sédio (AS); Acido hialurénico (AH);
Carboximetilcelulose de s6dio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma
Xantana (GX); Carbopol (CBP). Correlagdo de Spearman. P<0,05.
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Tabela 2. Correlagdo entre trabalho de mucoadesio e adesividade. Policarbofil (PCF);
Hidroxietilcelulose de sédio (HEC); Alginato de sédio (AS); Acido hialur6nico (AH);
Carboximetilcelulose de sédio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana (QUIT); Goma
Xantana (GX); Carboximetilcelulose de sodio (CMC); Omcilon (OMC); Quitosana
(QUIT); Goma Xantana (GX); Carbopol (CBP). Correlagdo de Spearman (rS). Intervalo
de confianca > 95%. P (two-tailed): teste de dois extremos.

Formulagdes rS P (two-tailed)

AH -0,2485 0,4918

AS -0,3091 0,3869
CBP 0,5152 0,1334
CMC -0,6121 0,0667

GX 0,3576 0,3129
HEC 0,2242 0,5367
OMC -0,1273 0,7331
PCF -0,2485 0,4918
QUIT 0,1152 0,7589

5.5. Determinacdo do comportamento reolégico dos hidrogéis para uso em

cavidade bucal

5.5.1. Analise reologica de cisalhamento continuo (fluxo)

As relacdes entre a taxa de cisalhamento e tensdo de cisalhamento dos hidrogéis
estdo ilustrados na Figura 19 e os valores da viscosidade aparente (#4p), indice de fluxo

(n) e tixotropia estdo descritos na Tabela 3.
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Figura 19. Curvas de fluxo (tensao de cisalhamento versus taxa de cisalhamento) dos
hidrogéis. Acido hialuronico (AH); Alginato de sédio (AS) Carbopol (CBP);
Carboximetilcelulose de sdédio (CMC); Goma Xantana (GX); Hidroxietilcelulose de
sédio (HEC); Omcilon (OMC); Policarbofil (PCF); Quitosana (QUIT).

Tabela 3. Valores da viscosidade aparente (nap) e indice de fluxo (n), valores de
tixotropia e para o modelo de Herschel-Bulkle, dos hidrogéis. Acido hialurdnico (AH);
Alginato de s6dio (AS) Carbopol (CBP); Carboximetilcelulose de sédio (CMC); Goma
Xantana (GX); Hidroxietilcelulose de s6dio (HEC); Omcilon (OMC); Policarbofil (PCF);
Quitosana (QUIT).

Reologia de Fluxo

Hidrogéis  Viscosidade aparente (Pa.s)  fndice de

Tixotropia (Pa/s) R2
Nap) Fluxo (n)
AH 3.020.797,0 + 835876,8 0,00013  66.344,5+1.6459 0,9665
AS 1094 +11,2° 0,43062 840,9 +410,8° 0,9987
CBP 4394992 0,23527 2.159,8 +1.173,8° 0,9836
CMC 448,5+78,6° 0,26935 2.598,2+1.818,7" 0,9686
GX 181.605,9 79952,9° 0,00017 2.152,8 +518,7" 0,5972
HEC 1.665.347,0 + 207661,7 © 0,00013 13.954,9 + 1.063,7 ¢ 0,9455
OMC 260,2 +101,0® 0,32108 2.551,3 +280,7 " 0,9697
PCP 1054 +24,1° 0,33903 953,1 +256,7° 0,9821
QUIT 89,6 +154° 0,38873 3.127,8 £ 828,7° 0,9792

Letras diferentes denotam valores com diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), de acordo
com ANOVA de um fator com pés-teste de comparagdo multipla de Tukey. Os valores representam as

médias £ DP e um n = 3 para cada grupo.

Foi possivel observar pela andlise qualitativa das curvas de fluxos que todos os
hidrogéis exibiram comportamento nio Newtoniano com reducdo da viscosidade de
acordo com o aumento da taxa de cisalhamento, descrevendo um comportamento
pseudopldstico, também demonstrado pelos valores do indice de fluxo menores que 1 na

Tabela 3.

Além disso, para todos os hidrogéis, as curvas ascendentes e descendentes nao
foram sobrepostas e a curva descendente foi menor, formando uma érea de histerese. Este
fendmeno € caracteristico da tixotropia, para a qual a viscosidade aparente (#4p) € reduzida

com o tempo de cisalhamento, sob uma tensao constante.
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Para realizar uma andlise quantitativa dos dados experimentais, os modelos
matematicos newtonianos, Bingham, Ostwald de Waele & Herschel-Bulkley (Schenkels
et al., 1995; Marena et al., 2020) foram ajustados aos dados reoldgicos da curva
ascendente das formulagdes e a melhor correlagdo foi determinada pelo modelo de
Herschel-Bulkley de acordo com seus valores der? (r2 > 0,99) e demonstrou que o
hidrogel de AH obteve os maiores valores de viscosidade aparente e de tixotropia, seguido
de HEC. Nao houve efeito significativamente estatistico dessas varidveis respostas entre

os outros hidrogéis.

5.5.2. Analise reologica oscilatoria

A varredura de frequéncia dos hidrogéis estdo ilustrados na Figura 20.
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Figura 20. Varia¢do do médulo de armazenagem G’ (simbolos cheios) e de perda G”
(simbolos vazios) em fun¢do da frequéncia dos hidrogéis a 37 °C. Acido hialurdnico
(AH); Alginato de sddio (AS) Carbopol (CBP); Carboximetilcelulose de sédio (CMC);
Goma Xantana (GX); Hidroxietilcelulose de sédio (HEC); Omcilon (OMC); Policarbofil
(PCF); Quitosana (QUIT).

Pela andlise qualitativa dos graficos observa-se que apenas o hidrogel de AS
apresentou G’ < G” demonstrando um carater viscoso enquanto para os outros hidrogéis

prevaleceu G’ > G”, ou seja, um carater eldstico.

O hidrogel de CMC apresentou G” maior que G’ em baixas frequéncias, mas um

crossover foi observado proximo a 0,5 Hz e G’ se tornou maior que G”.
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Os dados da reologia oscilatéria da Tabela 4 mostram que a formulagio OMC
apresentou o maior valor de forca do gel (p<0,05). Em seguida, os hidrogéis com forca
menor que a forca da formulacdo de Omcilon foram os de AH, CBP ¢ HEC, sem
diferencas estatisticas entre as formulagdes. E por dltimo, os demais hidrogéis, que

também ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.

Tabela 4. Valores de for¢a do gel (S) e expoente viscoeldstico dos hidrogéis. dos
hidrogéis. Acido hialuronico (AH); Alginato de sédio (AS) Carbopol (CBP);
Carboximetilcelulose de sdédio (CMC); Goma Xantana (GX); Hidroxietilcelulose de
sédio (HEC); Omcilon (OMC); Policarbofil (PCF); Quitosana (QUIT).

Reologia Oscilatoria

S (Pa) Expoente viscoelastico

1.275,0 £72,6 * 0,35
30,5+23,3° 1,00
812,9+134,12 0,25
273,9+34,6° 0,62
288,7+17,2° 0,14
839,6 + 54,8 2 0,35
5.442,1 +788,4°¢ 0,18
501,1 +33,2° 0,07

59,9 £2,1° 0,60
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6 DISCUSSAO

Para a realizacdo do ensaio de mucoadesdo, os parametros experimentais
velocidade da sonda, forca e tempo de contato, bem como substrato sdo as condicdes que
mais variam dentre os estudos de mucoadesao (Bassi da Silva et al., 2017), o que fornece
resultados distintos, impossibilitando uma comparagao direta entre os estudos. Por esta
razdo, a primeira etapa deste estudo foi determinar as condi¢des experimentais que
garantem uma maior mucoadesdo das formulacdes.

Para garantir a maior semelhanga as condicdes reais, no presente estudo, o
substrato escolhido foi a mucosa jugal de suinos fresca, tendo em vista sua alta
semelhanga estrutural, histolégica e de composi¢do a regido equivalente nos seres
humanos (Consuelo et al., 2005a; Consuelo et al., 2005b). De maneira semelhante, o uso
deste tecido como substrato ja foi relatado por outros autores (Cubayachi et al., 2015;
Muniz et al., 2018).

Em relacdo aos demais parametros experimentais (velocidade da sonda, tempo e
forca de contato), a escolha do ponto central para o presente estudo (“Nivel 0”: forca de
contato de 0,5 N, tempo de contato de 30 s e velocidade da sonda de 1 mm/s), foi baseada
em estudos consagrados na literatura que foram realizados no mesmo equipamento
(TA.XT) (Jones et al., 1997a; Jones et al., 1997b), e futuramente, foram empregados
utilizando metodologia semelhante, porém utilizando mucosa jugal e esofagica de suinos
como substrato (Calixto et al., 2018a; Cubayachi, 2014; Muniz et al., 2018).

A formulagdo comercial escolhida para realizagdo do presente trabalho foi o
Omcilon®-A Orabase composto por 0,1% de triancinolona acetonida incorporado em
orabase (Omcilon®-A Orabase, bula de remédio) pois além de ser mundialmente
disponivel comercialmente, € considerada padrdo ouro como corticoide topico (Chauhan
et al., 2018) para aplicagdo em cavidade bucal, com capacidade mucoadesiva e eficacia
clinicamente comprovadas para o tratamento de lesdes bucais como liquen plano
(Chauhan et al., 2018; Malhotra et al., 2008; Sridharan e Sivaramakrishnan, 2021;
Thongprasom et al., 2007; Yoke et al., 2006) e estomatite aftosa recorrente (Browne et
al.,1968; Fraiha et al., 2002; Giroh et al., 2019). Além disso, a orabase, pasta mucoadesiva
de primeira geracdo (Kutscher et al., 1959) composta por pectina, gelatina, carmelose
sddica, petrolato liquido e polietileno, ¢ um dos veiculos adesivos mais eficazes e
utilizados para administracdo topica de farmacos em mucosa oral (Andrews et al., 2009;
Flo et al., 2016; Labib & Aldawsari, 2015; Sadeghian et al., 2019), pois € praticamente

insolivel em saliva além de conseguir permanecer aderida a superficie da mucosa oral
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por aproximadamente 2,5 horas formando uma pelicula isolante (Koyi e Khan, 2013;
Sanz et al., 2017).

No presente estudo, apenas a for¢a de contato (N) teve influéncia significativa
no pico da forca mucoadesiva (N) e no trabalho de mucoadesdo do Omcilon®. Do ponto
de vista interfacial, a aplicacdo de uma for¢a de contato € necessdria para potencializar a
interacdo molecular entre a formulacdo e a mucina (Wong et al., 1999). Desse modo, essa
variavel forca de contato é um fator critico para aumentar a capacidade mucoadesiva da
formulacao, conforme demonstrado por alguns autores (Smart et al., 1984; Thirawong et
al., 2007; Wong et al., 1999) e confirmado no presente estudo.

A varidvel velocidade da sonda ndo influenciou a capacidade mucoadesiva da
formulagao Omcilon®. De maneira semelhante, Thirawong e colaboradores também
demonstraram que a capacidade mucoadesiva da formulacdo foi independente da
velocidade da sonda e sugeriram que a hidratagao mantida entre a formulagdo e a mucosa
durante todo o experimento proporcionou uma interacao, interpenetracao e a formacao de
ligacdes entre as cadeias poliméricas bem consolidadas que ndo foram influenciadas pela
tensdo da velocidade da sonda (Thirawong et al., 2007). Portanto, esses resultados
semelhantes podem ser em decorréncia das semelhantes condigdes experimentais
utilizadas nos estudos, isto é, realizacdo do ensaio de mucoadesdo em banho de
temperatura controlada (37 °C) e utilizando substrato biologico de origem semelhante
(mucosas de suinos).

Porém, outros estudos demonstraram que quanto maior a velocidade da sonda,
maior a capacidade mucoadesiva da formulagdo (Shojaei et al., 2000; Wong et al., 1999).
Considerando que nesses estudos ndo hd mencdo no uso da hidratacdo e controle de
temperatura durante a realizacdo do experimento, fica inviabilizado discutir os diferentes
resultados encontrados.

Foi relatado por alguns autores que a varidvel experimental tempo de contato entre
a formulacdo (comprimidos) e 0 muco mostrou também ser um fator critico para aumentar
a capacidade de mucoadesdo (Smart et al., 1984; Thirawong et al., 2007; Wong et al.,
1999), entretanto, no presente estudo esse relato ndo foi confirmado. Esses autores
justificaram que um tempo de contato maior poderia prolongar a hidratacio da
formulacdo e, assim, resultar em um maior intumescimento e interpenetracao entre as
cadeias poliméricas da formulagdo e do muco (Jones et al., 1997a; Jones et al., 1997b).

De fato, o tempo de contato é essencial para que ocorra o intumescimento do

polimero da formulacdo (Baus et al., 2019). Porém, considerando que esses autores
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avaliaram outra forma farmaceéutica (s6lida), diferente da utilizada no presente estudo, a
hidratacdo e completo intumescimento de comprimidos foi influenciada pelo tempo de
contato, o que nao foi confirmado em nosso estudo. Isso pode ter ocorrido, possivelmente,
pois formulagdes semissolidas tipicamente apresentam menor angulo de contato em
relacdo a superficie da mucosa, o que permite um contato mais intimo, favorecendo a
hidrata¢do e o intumescimento dos polimeros independentemente do tempo de contato
(Bassi da Silva et al., 2017).

Apesar dos estudos mencionados também terem como objetivo avaliar a
influéncia das varidveis experimentais na performance de mucoadesao de formulagdes, a
otimizacdo de varidveis experimentais foi realizada por meio de metodologias que
avaliam o efeito individual de cada varidvel (univariado), apresentando desvantagem
como a falta de avaliac@o das possiveis interacdes que afetam o processo de mucoadesdo.
Isso resulta numa otimizagdo ineficiente, impedindo o rdpido estabelecimento de um
processo otimizado, os quais podem ser atingidos pelo emprego de planejamento fatorial
(Cunico et al.,, 2008). Desta forma, o presente estudo foi realizado utilizando o
planejamento fatorial, a fim de se avaliar simultaneamente o efeito da interacdo de varias
varidveis operacionais, a partir de um nimero reduzido de ensaios experimentais, quando
comparados aos processos univariados (Peralta-Zamora et al., 2005).

Utilizando um modelo estatistico semelhante ao presente estudo, Bassi da Silva e
colaboradores investigaram, por meio de um planejamento fatorial 2* com quadruplicata
no ponto central, a influéncia de quatro varidveis operacionais: o substrato (disco de
mucina ou mucosa jugal suina), a for¢a de contato (0,03 N, 0,065 N e 0.10N) a velocidade
da sonda (1,00 mm/s, 5,50 mm/s e 10 mm/s) e o tempo de contato (30's, 75 se 120 s) na
resposta do pico da for¢ca mucoadesiva (N) e no trabalho de mucoadesao (N.s) de um gel
(P407/PCB) composto por 15% (m/m) de Carbopol 974P® (C974P) e 0,15% (m/m) de
Noveon® Polycarbophil (PCB) utilizando o analisador de textura (TA.XT plus, Stable
Micro Systems, UK) (Bassi da Silva et al., 2018). Foi demonstrado que todos os
parametros avaliados tiveram efeito positivo no pico da for¢a mucoadesiva, mas o mesmo
ndo foi observado para o trabalho de mucoadesao (Bassi da Silva et al., 2018).

Entretanto, no presente estudo, as varidveis de tempo de contato e velocidade da
sonda nao interferiram na capacidade mucoadesiva (tanto do pico de forca, quanto do
trabalho de mucoadesio) da formulagdo comercial Omcilon®-A Orabase. Isso pode ter
ocorrido considerando que, no presente estudo foram utilizados tempos de contato e

velocidade da sonda relativamente inferiores aos utilizados por esses autores. Além disso,
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a formulacdo utilizada por esses autores foi a base de Carbopol 974P, um polimero com
diferentes caracteristicas fisioquimicas e de mucoadesdo daquelas observadas com a
pectina, o principal polimero da composicdo do Omcilon (Omcilon®-A Orabase, bula de
remédio (Omcilon-A Orabase. BulasMed, 2021. Disponivel em:
https://www .bulas.med.br/p/bulas-de-medicamentos/bula/4461/omcilon+a+orabase.htm
acessado em 28 de julho de 2021).

O Carbopol® C974P é um polimero sintético anidnico altamente reticulado
derivado do &cido poliacrilico e sua mucoadesdo demonstra ser devido a dissociacdo e
repulsdes eletrostdticas entre os grupos carboxila do polimero carregados negativamente,
que provocam o desenrolamento e a expansdo do polimero, favorecendo o
emaranhamento e interagdes secunddrias mucoadesivas com a glicoproteina do muco
(Carvalho et al., 2010; Thirawong et al., 2007, 2008). J4 a pectina é um polissacarideo
hidrofilico, encontrado na parede celular da maioria das plantas, com cadeias lineares de
residuos de 4cido a-d-galacturdnico(1-4) ligados. Em pH fisiol6gico, a pectina é
rapidamente convertida em sal de pectina ou em acido pectinico, o que contribui para a
interdifusdo e a formacgdo de pontes de hidrogénio entre o polimero e a glicoproteina do
muco. Esses diferentes mecanismos de mucoadesao sugerem que a escolha da formulagao
poderia influenciar nos resultados da capacidade mucoadesiva (Carvalho et al., 2010;

Thirawong et al., 2007, 2008).

Valores de referéncia de Fiax € Tmuc foram determinados, o que possibilitou, de
acordo com as condi¢des experimentais pré-determinadas: velocidade de sonda de
2mm/s, tempo de contato de 10 s e for¢a de 0,552 N, de acordo com o ensaio feito a partir
do planejamento fatorial, estabelecer uma classificagdio em ordem decrescente de
capacidade mucoadesiva dos polimeros: Carbopol > Goma Xantana > Quitosana >
Carboximetilcelulose de sédio, Acido hialurdnico, Alginato de sddio > Policarbofil,
Hidroxietilcelulose de sédio.

Observa-se que os unicos HG que apresentaram valores da variavel trabalho de
mucoadesdo acima do valor de referéncia determinado na primeira etapa do trabalho (Tmuc
= 0,6 N.s, Figura 13) foram Carbopol, Goma Xantana e Quitosana, o que os caracteriza
como HG com bom poder mucoadesivo para uso em cavidade bucal. Entretanto, nas
condi¢gdes avaliadas, os HG de Carboximetilcelulose de sddio, Acido hialurénico,
Alginato de sodio, Policarbofil e Hidroxietilcelulose de sddio, apresentaram, de acordo

com o valor de referéncia, baixa capacidade mucoadesiva.
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Neste estudo, o hidrogel de Carbopol 974P® apresentou a maior capacidade
mucoadesiva em relacdo aos HG avaliados, este resultado corroborou estudos anteriores
que jd haviam demonstrado o potencial mucoadesivo desse hidrogel (Calixto et al., 2015;
Carvalho et al., 2012; Chen et al., 2018; Li et al., 2020). Esse resultado ja era esperado,
tendo em vista que este polimero apresenta uma densidade de reticulagdo polimérica que
promove um aumento de suas interacdes com o muco (Calixto et al., 2015).

Apesar dos estudos demonstrarem a alta capacidade mucoadesiva do Carbopol
974P®, os valores encontrados nos estudos citados sdo diferentes do encontrado no
presente estudo, o que pode ser justificado pelas diferencas na metodologia empregada
em cada um deles.

Em um estudo in situ, realizado por Li et al., 2020, também utilizando mucosa
jugal suina e texturdmetro TA.XT Plus como no presente estudo, com o objetivo de
desenvolver um gel mucoadesivo para incorporar o farmaco y-linoleato de bupivacaina
(Bup-yL), para tratamento de dor na mucosite oral, foram incorporados polimeros de
Carbopol 974P®, Carbopol 971P® e Noveon® (policarbofil) a fim de potencializar a
capacidade mucoadesiva do gel em questdo. Todos os polimeros aumentaram a
capacidade mucoadesiva da formulacdo, porém, a incorporacio de Carbopol 974P®
mostrou um resultado mais promissor, com valor de trabalho de mucoadesdo de
aproximadamente 0,45 N.s (L1 et al., 2020), o qual foi menor do que no presente estudo.
Isso pode ser justificado pelo uso de diferentes condicdes metodoldgicas, i.e., forca de
contato de 0.09807 N, tempo contato de 30 s e velocidade da sonda de 1mm/s.

Outros autores empregaram como substrato biolégico a pele de orelha de porco
no mesmo equipamento utilizado no presente estudo, com as seguintes condi¢des
experimentais (V=1 mm/s; T= 60s; F= 2 mN) e (V= Imm/s; T= 60s; F= ON) e
demonstraram que o hidrogel de Carbopol 974 P® a uma concentracdo de 1,5% e 5%,
respectivamente, apresentou valor de trabalho de mucoadesdo aproximado de 0,3 N.s e
0,5 N.s, respectivamente. Esses valores inferiores ao observado no presente estudo tanto
pode ser justificado pelas diferencas nas condi¢des experimentais, quando pela
concentracao do polimero, tendo em vista que diversos relatos na literatura (Calixto et al.,
2015; Carvalho et al., 2012; Jones et al., 2009), demonstraram que o aumento da
concentra¢do do polimero melhora suas propriedades mucoadesivas (Calixto et al., 2015).

Além da capacidade de mucoadesdo, no desenvolvimento de formulacdes
farmaceéuticas topicas, como os hidrogeis, vérias propriedades desejaveis da formulagao,

como facil remog¢do do produto do recipiente, boa espalhabilidade, boa mucoadesdo e
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viscosidade aceitdvel, contribuem para a facil administracdo e adesdo do paciente (Jones
et al., 1997¢).

A andlise do perfil de textura (TPA) permite avaliar as propriedades texturais de
diferentes formulacdes semissélidas, a fim de obter informagdes sobre a estrutura fisica
do gel. Portanto, a TPA € importante para prever o comportamento de uma amostra sob
diferentes condi¢des ambientais e fisioldgicas (Baloglu et al., 2011).

Vérios parametros mecanicos como adesividade (o trabalho necessdrio para
superar as forcas de atragc@o entre as superficies da amostra e da sonda), dureza (medida
pelo pico de forca aplicada pela sonda na amostra), compressibilidade (o trabalho
necessdrio para deformar o produto durante a compressao), e coesividade (a forca que
liga as moléculas) (Bruschi et al., 2007; Carvalho et al., 2013), podem ser determinados
pela analise do perfil de textura.

O parametro “dureza” expressa a facilidade de aplicacdo da formulacdo no local
desejado, enquanto a “compressibilidade” determina o trabalho necessario para a
remoc¢ao do produto da embalagem e a forca necessdria para a espalhabilidade no sitio de
aplicacdo, formando uma camada homogénea e evitando o desconforto pelo paciente.
Assim, os valores de dureza e compressibilidade devem ser baixos a fim de garantir com
facilidade a remocao de sua embalagem e, consequentemente, sua aplicacdo superficial
(Baloglu et al., 2011; Gratieri et al., 2010; Tugcu-Demir6z et al., 2013). Nao obstante, os
valores de dureza e compressibilidade, ndo devem ser minimos, o que resultaria em
desperdicio de formulagdo e perda de eficicia (Jones et al., 1997).

De acordo com Jones et al, 1997, os valores ideais de dureza e compressibilidade
encontram-se proximos de 0,24 N e 1,84 N.s, respectivamente, que garantem facil
remog¢ao da embalagem e adequada espalhabilidade (Jones et al., 1997b). Além disso,
permite a formagdo de uma camada homogénea no local de aplicagdo, evitando assim o
desconforto do paciente e facilitando a difusdo do farmaco (Gratieri et al., 2020). No
presente estudo, os HG a base de policarbofil, carboximetilcelulose de s6dio, goma
Xxantana e quitosana, apresentaram os valores mais préximos aos estipulados por Jones e
colaboradores (1997b), dessa forma seriam as formulagdes com essas caracteristicas
desejaveis.

Entretanto, os hidrogéis a base de 4cido hialurdnico, a base de Carbopol e a base
de quitosana apresentaram os maiores valores de dureza e compressibilidade,
respectivamente, o que poderia resultar em dificil remog¢do da embalagem e

espalhabilidade. Clinicamente, essas caracteristicas impactariam em maior desconforto
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ao paciente, menor permeagdo do farmaco e, consequentemente, menor adesdo e eficicia
ao tratamento (Gratieri et al., 2020).

A coesividade, por sua vez, é um parametro que pode influenciar no desempenho
e estabilidade do sistema, visto que estd relacionado a reestruturagdo da cadeia polimérica
e garantem que a formulacdo permaneca intacta no sitio de aplica¢do apds as sucessivas
tensdes de cisalhamento empregadas durante a aplicacdo (Tugcu-Demiroz et al., 2013).
A manutencdo da coesividade em sistemas poliméricos € relacionada as interacdes
intermoleculares, principalmente as ligagdes de hidrogénio e ligagcdes cruzadas com a
participacdo de grupos carboxilicos livres (ndo carregados) e a mobilidade da dgua na
amostra (Figueiras et al., Veiga, 2007; Jones et al., 2009).

Os hidrogéis de alginato de sodio, quitosana e carboximetilcelulose de sédio
apresentaram os maiores valores de coesividade no presente estudo, o que pode
representar elevadas forcas atrativas entre as moléculas do polimero, e consequentemente,
a total recuperacao estrutural apos a aplicacdo da formulacao, resultando em elevado
desempenho do produto no local de aplicacdo e maior estabilidade dessas formulagdes.
Desta maneira, tem-se a total recuperagcdo estrutural apds a aplicacdo da formulacdo
(Tugcu-Demiroz et al., 2013).

A alta adesividade representa um parametro desejavel no desenvolvimento de géis
mucoadesivos, uma vez que uma maior adesdo pode implicar em uma maior reten¢ao na
superficie mucosa, e consequentemente, maior eficicia clinica dessas formulacdes
(Gratieri et al., 2010; Tugcu-Demir6z et al.,2013).

Dessa forma, o teste de Analise de Perfil de Textura (TPA) € amplamente utilizado
por si sO para caracterizar a mucoadesdo, que estd relacionada com o trabalho necessério
para superar as forcas de atracdo entre a amostra e a superficie da sonda (Jones et al.,
1997c¢). No entanto, o presente estudo demonstrou o pardmetro “adesividade” obtida pela
TPA ndo apresentou correlagc@o estatistica com os valores de trabalho de mucoadesao,
realizado em mucosa jugal de suinos, sugerindo que além da TPA, a combinacao dessas
técnicas € necessdria para prever a mucoadesdo de um sistema. Esses resultados
corroboram estudos anteriores que também demonstraram nao haver correlacdo entre as
caracteristicas reoldgicas, os parametros mecanicos (TPA) e a capacidade mucoadesiva
de diferentes polimeros (Carvalho et al., 2012; Ferreira et al., 2017ab).

Desta forma, o presente estudo em conjunto com outros estudos da literatura, destacam a
importancia do uso de técnicas complementares para avaliar o desempenho in vitro de

hidrogéis, a fim de prever sua eficdcia clinica.
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A caracterizacdo reoldgica de sistemas mucoadesivos indica a rigidez e
elasticidade da rede polimérica. Produtos desenvolvidos para residéncia prolongada em
mucosa estdo sujeitos as tensdes oscilatérias em uma ampla faixa de frequéncias como
resultado de atividades didrias normais. Consequentemente, os efeitos de tais estresses
nas propriedades reoldgicas de cada formulacdo sdo avaliados para garantir que o
desempenho clinico possa ser previsto (Jones et al., 1998).

No presente estudo, todos os hidrogéis se comportaram como fluidos ndo
Newtonianos com um comportamento pseudopldstico de acordo com a equagdo de
Herschel-Bulkley. Além disso, as curvas de fluxo ascendente e descendente ndo foram
sobrepostas, descrevendo um comportamento tixotropico (Risaliti et al., 2021). Este
comportamento sugere que o arranjo estrutural da rede polimérica dos hidrogéis flui na
direcdo de cisalhamento. Assim, tanto o parametro mecanico de coesividade, como a
viscosidade diminuem com o aumento da taxa de cisalhamento. Porém, quando esse
cisalhamento cessa, o arranjo estrutural da rede polimérica se reestrutura devido ao
movimento Browniano das moléculas do hidrogel na forma sol e o hidrogel recupera a
viscosidade gel inicial (Ghica et al., 2016).

Quando comparamos o parametro de coesividade dos hidrogéis, pode-se observar
que assim como todos os HG apresentaram comportamento pseudoplastico, todos eles
apresentaram valor de coesividade semelhantes, sugerindo estabilidade das redes
poliméricas.

Além disso, tanto essa propriedade reoldgica, quanto os parametros de dureza e
compressibilidade dos hidrogéis, favorecem a aplicacido topica, pois a forma menos
viscosa do produto permite uma aplica¢cdo na superficie bioldgica sem esfor¢co. Uma vez
que a tensdo de cisalhamento é removida, o produto recupera sua conformacdo de gel
inicial, que € mais bem retida na superficie (Calixto et al., 2018b).

O tempo necessdrio de reestruturacdo das moléculas, avaliado pela varidvel
tixotropia, demonstrou que o HG de AH foi significativamente o maior (p<0,05) em
relacdo aos demais hidrogéis, o que sugere que esse polimero requer mais energia para
eliminar a influéncia do tempo no comportamento do fluxo, pois tende ter uma estrutura
polimérica mais forte e estavel (Oliveira Cardoso et al., 2020). Além disso, esse polimero
também apresentou a maior viscosidade aparente. Essas caracteristicas reoldgicas podem
ter refletido em seu baixo valor de trabalho de mucoadesdo pois a alta viscosidade dos

hidrogéis pode prejudicar a flexibilidade e mobilidade do polimero, uma vez que diminui



56

as interacdes secunddrias, a difusdo da formulacido e o emaranhamento pelo muco o que,
consequentemente, prejudica a mucoadesdo (Alawdi & Solanki, 2021).

Os resultados observados na reologia oscilatéria foram de considerdvel relevancia
para as tendéncias observadas durante os testes de mucoadesdo e apontaram elasticidade
para todas as formulagdes, que é um fator importante na determinacao da mucoadesio,

com excec¢do do hidrogel de alginato de sédio (Kelly et al., 2004).

Dessa forma, corroborando os resultados de correlacdo do presente estudo, as
propriedades mucoadesivas, mecanicas e reoldgicas se completam e a realizac¢do de todas
essas andlises possibilitard as formulacdes desenvolvidas a obten¢do de informagdes que
podem impactar em maior eficicia e conforto ao paciente, e, consequentemente, maior

adesdo e eficacia ao tratamento.

7 CONCLUSAO

Dentre as varidveis operacionais avaliadas, apenas a forca de contato teve
influéncia na mucoadesao, sendo necessdria, para o ensaio uma forca de contato de no
minimo 0,552 N, resultando em valores de referéncia de, aproximadamente, 0,2 N de pico
de forca mucoadesiva e de 0,6 N.s de trabalho de mucoadesao.

O hidrogel de Carbopol 974P® apresentou o maior trabalho de mucoadesdo, em
relagdo ao valor de referéncia, podendo ser considerado o hidrogel mais mucoadesivo
para incorporacdo em fdrmacos para administracdo topica bucal. O hidrogel menos
mucoadesivo, de acordo com o ensaio de mucoadesdo e os ensaios reoldgicos, foi o de
acido hialur6nico, devido a sua alta viscosidade aparente e consequente baixo trabalho de
mucoadesao.

A analise do perfil de textura mostrou que os hidrogéis de PCB, CMC e GX
apresentaram as melhores propriedades de dureza, enquanto nenhum dos hidrogéis se
mostrou estdvel as tensdes de cisalhamento (compressibilidade). AS, QUIT e CMC
apresentaram os maiores valores de coesividade, sendo caracterizados como géis de alta
estabilidade molecular. Em rela¢do ao parametro de adesividade, os hidrogéis de CBP e
AH apresentaram os maiores valores de adesividade.

A andlise de reologia demonstrou uma caracteristica pseudoplastica de todos os
hidrogéis, corroborando com o alto valor de coesividade encontrado para todos os HG no
ensaio de TPA, sugerindo estabilidade de rede polimérica de todas as formulacdes

avaliadas. Outrossim, a propriedade “adesividade” do ensaio de TPA nao apresentou
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correlagdo com a capacidade mucoadesiva das formulag¢des, nao sendo possivel utilizd-la

como preditor de mucoadesao.
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