7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
‘\r‘” “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Lorena Fonseca Piovesan

Filmes orodispersiveis baseados em acido hialurénico e morina para aplicacéo
na odontologia

Araragquara

2024



?“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁy" “Jalio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

| SOLIZ POMISALYS |
(o e ot

Lorena Fonseca Piovesan

Filmes orodispersiveis baseados em acido hialurénico e morina para aplicacéo
na odontologia

Dissertagdo apresentada a Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia,
Araraquara para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Odontoldgicas, na Area de Dentistica
Restauradora

Orientador: Hernane da Silva Barud
Coorientadora: Fernanda Lourencgéo Brighenti
Coorientador: Gustavo Claro Monteiro

Araraquara

2024



Piovesan, Lorena Fonseca
Filmes orodispersiveis baseados em acido hialurdnico e morina para
aplicacdo na odontologia/ Lorena Fonseca Piovesan.-- Araraquara: 2024
711.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Odontolégicas) — Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia, Araraquara.

Orientador: Hernane da Silva Barud

Coorientadora: Fernanda Loureng&o Brighenti

Coorientador: Gustavo Claro Monteiro

1. Produtos com ag&o antimicrobiana 2. Acido hialurénico 3. Carie
dentaria. I. Titulo

Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Odontologia, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Lorena Fonseca Piovesan

Filmes orodispersiveis baseados em acido hialurénico e morina para aplicacao
na odontologia

Comisséo julgadora

Dissertacdo para obtencgdo do grau de Mestre em Ciéncias Odontoldgias na
Area de Concentracdo em Dentistica Restauradora

Presidente e orientador: Hernane da Silva Barud

2° Examinador: Ricardo Bortoletto-Santos

3° Examinador: Renan Lira de Farias

Araraquara, 04 de marco de 2024.



DADOS CURRICULARES

Lorena Fonseca Piovesan

NASCIMENTO: 20/08/1999 — Sao Carlos — SP

FILIACAO: Laercio Clovis Piovesan Filho e Kelli Cristina da Fonseca Piovesan

Formacado Académica

2022/2024 Mestrado em Ciéncias Odontologicas na Area de Concentragdo em
Dentistica Restauradora — Faculdade de Odontologia de Araraquara Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

2018/2022 Graduagédo em Odontologia - Universidade de Araraquara (Uniara).



AGRADECIMENTOS

A minha familia pela compreens&o e carinho durante toda minha trajetoria.

Ao meu orientador Prof. Dr. Hernane da Silva Barud, pela sua orientagéo,
disponibilidade e por todo o aprendizado que me proporcionou.

Aos meus coorientadores Prof. Dra. Fernanda Lourencao Brighenti e Prof. Dr.
Gustavo Claro Monteiro, pela coorientacao e disponibilidade para discussdes sobre a

pesquisa desenvolvida.

Aos grupos de pesquisa BioPolMat e Laboratorio de Pesquisa em Bioquimica
e Microbiologia (LPBM), pelo auxilio, atengcdo, apoio e amizade em que

desenvolvemos ao longo desses anos.

A empresa de pesquisa e desenvolvimento Biosmart, pela doacéo de acido

hialurénico, utilizado nessa pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — Brasil (CNPq) (Processo 131430/2022-0)
e foi parcialmente apoiado pelas agéncias brasileiras MCTIC/CNPq (Edital
406973/2022-9) através do INCT/Polissacarideos (Instituto Nacional de Tecnologia-

Ciéncia dos Polissacarideos).



Piovesan LP. Filmes orodispersiveis baseados em acido hialurénico e morina para
aplicacao na odontologia [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

A biodisponibilidade limitada de formas farmacéuticas orais é um dos principais
desafios no desenvolvimento de novos carreadores para a liberacdo de farmacos,
especialmente aqueles destinados ao tratamento de doencas periodontais, carie e
pulpites. Os filmes orodispersiveis (FODs) sdo promissores para tal finalidade, por
apresentarem répida absor¢cdo e por serem facilmente administrados, servindo
especialmente para pacientes pediatricos, geriatricos e que possuem limitacdes no
processo de degluticdo. O &cido hialurdénico (HA) € um biopolimero investigado para
o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos, por apresentar
elevada hidrofilicidade, excelentes propriedades viscoelasticas, biocompatibilidade e
atoxicidade. A presente pesquisa teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-
quimicas, o perfil de liberacao in vitro e a atividade antimicrobiana e anti-biofilme de
FODs a base de HA combinados com flavondide morina, um composto natural que
apresenta altas propriedades anti-biofilme. Os filmes desenvolvidos possuiram uma
espessura fina (12-27 um), flexiveis e homogéneos, atingiram alta resisténcia
mecéanica e uma liberac@o de morina da matriz HA foi evidenciada. Ensaios biologicos
forneceram resultados de atoxicidade, bem como a atividade significativa antibiofilme
contra S. mutans. O conjunto de dados evidenciam que os FODs baseados em HA e
morina desenvolvidos nesse trabalho representam uma potencial plataforma para
entrega de farmacos orais.

Palavras — chave: Produtos com ag&o antimicrobiana. Acido hialurdnico. Carie
dentaria.



Piovesan LP. Orodispersible films based on hyaluronic acid and morin for application
in dentistry [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2024.

ABSTRACT

The limited bioavailability of oral pharmaceutical forms is one of the main challenges
in the development of new carriers for the release of drugs, especially those intended
for the treatment of periodontal diseases, caries and pulpitis. The orodispersible films
(FODs) are promising for this purpose, because they present rapid absorption and are
easily administered, serving especially for pediatric patients, Geriatricos and who have
limitations in the swallowing process. Hyaluronic acid (HA) is a biopolymer investigated
for the development of new drug delivery systems, due to its high hydrophilicity,
excellent viscoelastic properties, biocompatibility and atoxicity. This research aimed to
evaluate the physicochemical properties, the in vitro release profile and antimicrobial
and anti-biofilm activity of FODs based on HA combined with flavonoid morin, a natural
compound that has high anti-biofilm properties. The developed films had a thin
thickness (12-27 um), flexible and homogeneous, reached high mechanical strength
and a release of Morina from the HA matrix was evidenced. Biological assays provided
atoxicity results as well as significant antibiofilm activity against S. mutans. The dataset
shows that FODs based on HA and morin developed in this work represent a potential
platform for delivery of oral drugs.

Keywords: Products with antimicrobial action. Hyaluronic acid. Dental caries.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria consiste em uma doenca crbénica, multifatorial, biofilme
dependente e influenciada pela dieta . Esta doenca esta entre as mais prevalentes da
humanidade, apresentando um extenso impacto negativo na qualidade de vida das
pessoas?.

A presenca de biofilme nas superficies dentarias € um dos principais
determinantes causais locais para o desenvolvimento da carie dentéria, e sua
remoc¢ao mecanica por escovacao com dentifricio, associada a reducao de acucar na
dieta, € um método de controle e prevencédo da doenca®. No entanto, a eficAcia desse
meétodo depende da capacidade motora do individuo e, em alguns casos, necessita de
abordagens complementares®. Por esse motivo, o controle quimico do biofilme dental
tem sido indicado em situag6es especificas.

Recentemente, tem havido um aumento significativo no interesse mundial em
utilizar biopolimeros. Esse interesse crescente, que também € impulsionado pelos
avancos notaveis na area da biotecnologia' decorre da necessidade da substituicdo
de fontes de energias ndo renovaveis, tais como materiais advindos de recursos
fésseis, por materiais poliméricos originados de recursos sustentaveis®.

Os biopolimeros tém sido extensivamente estudados para a producéao de filmes
com varias aplicacdes, incluindo revestimentos comestiveis®, cobertura de sementes’
e também na industria farmacéutica. Inicialmente, seu uso na farmécia foi para revestir
comprimidos?, visando proteger o farmaco de condicdes ambientais adversas, como
luz e umidade, além de melhorar caracteristicas sensoriais, como aparéncia e sabor.
Esses materiais também tém o potencial de modular a liberagdo do farmaco,
otimizando seu efeito terapéutico.

A entrega de medicamentos por via oral € amplamente favorecida devido a sua
conveniéncia e carater ndo invasivo. No entanto, certos pacientes, como criangas,
idosos ou aqueles com condicfes gastrointestinais como disfagia e refluxo esofagico,
podem enfrentar dificuldades de degluticdo®. Como resultado, a indUstria farmacéutica
esta em busca de novas formulacdes, como filmes orodispersiveis (FODs) e filmes
mucoadesivos, que facilitem o tratamento oral desses pacientes, desenvolvendo

formas farmacéuticas que se desintegram rapidamente na boca?°.
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O ingrediente farmacologicamente ativo (IFA), incorporado em um filme
orodispersivel, tem sua liberacéo e absorcéo distintamente dividida em duas etapas.
A primeira fase consiste da difusédo da preparacéo farmacéutica em saliva. Enquanto,
a segunda fase constitui-se pela liberacdo e por conseguinte absorcdo do IFA. Esta
Ultima etapa pode se manifestar na mucosa oral , incluindo areas como gengiva, regido
sublingual, bucal e palato ou no decorrer do trato gastrointestinal, apds a saliva ser
deglutidal®12,

Além disso, nota-se um aumento substancial na biodisponibilidade Ingrediente
Farmacéutico Ativo, independente da via utilizada na absor¢do dos filmes orais em
compracdo com as formas tradicionais de administragéo oral, como comprimidos e
capsulas sélidas convencionais.lsso se deve ao fato de que a liberacdo ocorre na
cavidade bucal, e a dissolucéo do IFA tem inicio de maneira antecipada'3*2.

Em termos gerais, os filmes desenvolvidos para desintegracdo oral s&o
predominantemente compostos por polimeros hidrodispersiveis, 0s quais
desempenham um papel significativo na determinacdo das propriedades fisico-
quimicas desses filmes. E crucial que esses filmes apresentam boa resisténcia
mecanica, capacidade desintegracao rapida na cavidade oral e um sabor agradavel
gue garante uma experiéncia palatavel'?.

Recentemente, o setor farmacéutico tem mostrado interesse crescente no
desenvolvimento de filmes orodispersiveis (FODSs). Inicialmente, esses filmes foram
estudados para combater o mau halito bucal, e desde entdo tém evoluido com a
incorporacdo de diversos tipos de medicamentos para uma ampla gama de
aplicacdes. Adicionalmente, os filmes de desintegracdo oral apresentam algumas
vantagens, que incluem um maior periodo de permanéncia da substancia ativa na
cavidade oral, quando comparados a outros sistemas de liberacéo, tais como os géis
orais, que sdo passiveis de carreamento ao entrarem em contato com a saliva'®.

Na literatura inUmeros estudos abordam a temética de filmes de desintegracéo
oral, demonstrando as diversas formas de aplicabilidade e efeito do composto ativo,

observados no Quadro 1



Principio ativo Tipo de filmes Aplicagéo do Autor
filme
Gluconato de Filmes Antimicrobiano Senel et al.1®
clorexidina mucoadesivos (2000)
Cloridrato de Filmes Alfvio da dor Abu-Huwalij et
lidocaina mucoadesivos al.1” (2007)
Dexametasona Ellme de i ) Shimoda et al.18
desintegracéo Inflamacao
L (2009)
rapida
. Ellme de~ , Nishimura et al.*®
Proclorperazina desintegracéo Nausea
. (2009)
rapida
Filmes Tratamento de Koland et al.?®
Losartan : . ~
mucoadesivos hipertensao (2010)
Cloridrato de Filmes Problemas Abruzzo et al.?
propanolol mucoadesivos cardiacos (2012)
Benzoato de Filmes Erxaqleca Avanchat et al.?
rizatriptana mucoadesivos g (2013)

11

Quadro 1- Exemplos de aplicacdes de diferentes tipos de filmes e principio ativo incorporado

Fonte: Elaboracao propria.

Os FODs sao comumente feitos com polimeros hidrofilicos, que se dissolvem

na boca ao entrar em contato com a saliva, devido a sua solubilidade em agua. A
selecdo do polimero desempenha um papel fundamental, pois influencia vérias
caracteristicas dos FODs, que incluem periodo de desintegracédo, dissolucdo do
medicamento, elasticidade e resisténcia mecanica. Portanto, escolher o polimero certo
€ uma etapa critica em um projeto de pesquisa, podendo ser variavel de acordo com
as caracteristicas do produto de escolha'4. Os polimeros destinados a fabricacdo dos
filmes orodispersiveis devem possuir certas caracteristicas como serem atdxicos, ndo
irritantes, terem sabor imperceptivel e ndo prolongarem o tempo de desintegracao dos
filmes’.

O uso de biopolimeros naturais para o preparo dos FODs, conforme
mencionado  anteriormente, possuem como  principais vantagens: i)
biocompatibilidade; ii) biodegradabilidade; iii) propriedades mecéanicas adequadas; iv)

facilidade de obtencéo e v) baixo custo?s.
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Nesse contexto, o acido hialurénico, do inglés hialuronic acid (HA), é
considerado um biopolimero atraente que pode ser aplicado no desenvolvimento dos
FODs. O HA é um polissacarideo linear composto por unidades de dissacarideos de
acido D-glucurdnico e N-acetil glucosamina (Figura 1). O HA tem uma ampla
aplicabilidade, principalmente na industria famacéutica, alimenticia e cosmética em

funcdo a sua biocompatibilidade e atoxicidade.

Figura 1 - (a) Estrutura do Acido D- glicurdnico, (b) Estrutura da N-acetil-D-
glicosamina e repetidas unidades dissacaridicas formando o polimero linear (c) Acido
Hialurénico

(a) (b)
COOH
5 CH,OH
\ HO O/ 0 0
O i
OH
O NHCOCH.

(c)

Fonte: Souza®* (2023).

Sabe-se que as propriedades fisicas, bem como as biofun¢des do HA sé&o
dependentes de seu tamanho molecular?®>. O comportamento de desintegracdo e
ligagéo intermolecular dos filmes poliméricos estdo relacionados com a massa molar
dos polimeros formadores de filme?6. O filme contendo polimeros menores se dissolve
mais rapidamente do que aquele contendo polimeros maiores?’. O HA, especialmente
de baixa massa molar, foi adequado para o uso em FODSs, pois a baixa massa molar

diminuiu o tempo de desintegracéo do filme?2. Junto a isso, o HA de cadeia longa pode
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ser usado como um agente de liberacdo contolada, por apresentar propriedades
viscoelasticas e a hidrofilicidade adequada que contribuem para tal aplicacdo. Por
outro lado, o HA de cadeia curta tem maior solubilidade em agua, porém possui menor
capacidade de absorcao de liquidos quando comparado ao HA de alta massa molar.
Adicionalmente, o filme de HA é mais facil de aplicar em feridas orais e é clinicamente
conveniente devido as suas propriedades orodispersiveis e adesivas.

Ademais, ndo sdo necessarios metodos especiais de aplicacdo ou
procedimentos adicionais, devido as suas vantagens caracteristicas adesivas e de
longa duracéo?®. Existem muitos produtos derivados de HA para curativos devido a
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, carater hidrofilico e menos efeitos
colaterais®®3l, Os efeitos do HA estdo relacionados a angiogénese, inflamacédo e
regeneracédo tecidual®?, além de que, sua aplicacdo melhora a cicatrizacéo de feridas
em alvéolos apds extracdo dentaria®® e cicatrizacdo 6éssea apds enxertos*,

A utilizacdo de substancias provenientes de fontes naturais com propriedades
medicinais € uma pratica ancestral. Inameras plantas, especiarias e outras fontes
naturais contém uma variedade de compostos com diversas funcionalidades,
atividade antioxidantes®®, estimulo ao sistema imunolégico®®, regulacdo do
metabolismo hormonal®’, bem como atividade antimicrobiana®® e antiviral®°.

Um aspecto que tem gerado preocupacdo na comunidade cientifica € o
surgimento de micro-organismos resistentes a compostos quimicos, em razdo a
utilizacdo excessiva desses farmacos ao longo de muitos anos#®. Nesse contexto, a
utilizacdo de substancias naturais oferece como beneficio a ampla gama de
compostos ativos em sua composicdo, o que amplia a eficacia e promove a reducéo
dos riscos de resisténcia por parte dos micro-organismos a esses produtos?..

Substancias bioativas, como prépolis, curcumina e cha preto, tem mostrado
resultados promissores no controle de micro-organismos na cavidade oral*? alguns
estudos descrevem efeitos terapéuticos da morina como protecdo do sistema
cardiovascular, reducdo da glicemia“3, atividade anti-inflamatéria®4*°, acéo protetora
na doenca de Parkinson*®, acGes como inducdo de apoptose celular em células
tumorais*’ e atividade antimicrobiana e de reducdo da formacdo de biofilme por

diversos micro-organismos*8-52,
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Diversos polissacarideos advindos de plantas tem ganhado atencdo da
comunidade cientifica para utilizagcdo em FODs, por conta de seu amplo espectro de
atividades bioldgicas, demonstradas a partir de ensaios in vitro e in vivo®354,

A morina (3,5,7,2,4-pentahydroxyflavone) (Figura 2) é um flavonoide de
pigmento amarelo, originalmente identificado em plantas da familia Moraceae,tais
como, pau-d‘arco (Maclura pomifera), amora (Chlorophora tinctoria), améndoa (Prunus
dulcis), e membros da familia Myrtaceae, como a goiabeira (Psidium guajava)®®. Este
composto esta presente em diversas plantas, frutas e no vinho, desempenhando o
papel de um antioxidade eficaz que protege as células contra danos pelos radicais livres
de oxigénio. Além disso, exerce atividade inibitéria contra a xantina oxidase, uma
enzima que produz radicais livres, demonstrando uma variedade de efeitos biolégicos
e bioquimicos, que incluem propriedades anti-inflamatdrias e inibicdo da sintese de
acido graxo*6:°6:57 Em experimentos conduzidos por Hussain et al.>” (2014) para avaliar
a bioatividade da morina em espécies de Fusarium oxysporum e Chaetomium
globosum, foram observados diversos componentes extraidos desse flavonoide, os

quais, em diferentes concentracdes, inibiram o crescimento desses micro-organismos.

Figura 2 - Estrutura quimica da morina

OH O

OH
| . XH2O

HO O
HO OH

Fonte: Sigma-Aldrich%8,

Nesse contexto, filmes orodispersiveis (FODs) a base de HA contendo morina
surgem como uma estratégia promissora para o controle do biofilme dental. Isso se
deve ao papel da morina no controle de fatores cruciais de viruléncia associados a

carie, tais como acidogenicidade, reducdo da viabilidade microbiana, modulacdo da
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concentragdo de polissacarideos insoluveis e influéncia na formagéo do proprio

biofilme®°.
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2 PROPOSICAO

A presente pesquisa tem como objetivo a obtencéo e caracterizacao de filmes
orodispersiveis, fundamentados na combinacdo de acido hialurébnico e morina, com
vistas ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas para o tratamento
de cérie e inibicdo de biofilme, com potencial aplicacdo inovadora no ambito da

odontologia.

2.1 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos desse trabalho foram:

Desenvolver filmes orodispersiveis baseados em HA e morina,

Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos filmes orodispersiveis
desenvolvidos;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos FODs contra S. mutans;

Avaliar a citotoxicidade dos filmes utilizando cultura de fibroblastos murino
derivados de tecido conjuntivo (L929) e queratinécitos orais derivados da mucosa oral
(NOK-1);

Avaliar o perfil de liberagcdo da morina dos filmes orodispersiveis e o modelo

cinético envolvido com o ensaio.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura esta apresentada pelos principais temas abordados
nesta pesquisa, dentre eles: carie dentaria, flavonoides, morina, biopolimeros, acido

hialurdnico e filmes orosipersiveis para a entrega de drogas.

3.1 Cérie Dentaria

A cérie dentéaria, considerada a mais predominante das doencas bucais®, é
uma condicdo crbénica, multifatorial e dependente de biofilme®.62, Apesar de ser
evitavel, afeta significativamente a vida de milhdes de pessoas, principalmente em
paises em desenvolvimento como o Brasil. A incidéncia da doenca esta diretamente
relacionada ao nivel socioeconémico da populacéo e a fatores comportamentais®:.

A principal meta da prevengdo ou reversdo da carie dentaria é controlar a
desmineralizacdo e estimular a remineralizacdo dos tecidos dentarios, aspectos
cruciais na abordagem da Odontologia minimamente invasiva®4. Nesse contexto, a
estratégia primordial para evitar o desenvolvimento dessa doenca envolve a remocéo
mecanica dos biofilmes, o uso de produtos fluoretados e a gestdo dietética®®. Apesar
dessas medidas, a carie dentaria ainda persiste como uma condi¢cdo altamente
prevalente globalmente®®. No Brasil, conforme indicado pelos dados do ultimo
levantamento epidemiolégico: aos 5 anos de idade, a prevaléncia é de 53,4%, entre
12 e 19 anos é de 76,1%, e na idade adulta atinge 99% da populacdo®’. Essa alta
prevaléncia gera uma reducéo na qualidade de vida da populacéo e implica em altos
gastos para a sociedade no tratamento da doenga®®-7°,

Para que a carie ocorra, 0S microrganismos presentes na cavidade bucal
precisam aderir a superficie dentaria e formar um biofilme’*. Essa estrutura é definida
como um grupo de microrganismos circundados por uma matriz aderida a superficie
do dente’. Todo biofilme possui uma matriz extracelular comum composta por
polissacarideos, proteinas e algumas vezes acidos nucléicos. A formacéo do biofilme
ocorre atraves de sinais ambientais bacterianos e oferece protecdo bacteriana contra

antibiodticos, estresses ambientais e respostas imunoldgicas do hospedeiro?3.
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As espécies responséaveis pela colonizacao inicial da superficie dentaria séo
Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis e Actinomyces
spp. Essas espécies produzem acidos a partir de carboidratos fermentaveis,
reduzindo o pH bucal. No entanto, esses acidos sdo facilmente neutralizados pelo
mecanismo homeostatico da cavidade oral, incluindo o tamponamento por sistemas
tampdes salivares e a metabolizacdo de arginina ou ureia em aménia’#’>, Contudo,
com a ingestao frequente de acucar, os mecanismos homeostaticos falham em manter
o pH proximo a neutralidade, iniciando a doenca e a desmineralizacdo do esmalte. Se
0 pH permanecer em niveis baixos, essas espécies bacterianas serdo substituidas por
Streptococcus mutans e Lactobacillus spp., espécies aciduricas e que toleram pH
abaixo de 4, promovendo a progressdo da doenca e eventualmente a cavitacdo do
dente’®. Assim, o tempo de retencédo de carboidratos fermentaveis na cavidade oral
mostrou ser o principal fator na iniciacédo e progressao da carie dentaria’”’.

Além disso, outros fatores que favorecem o desenvolvimento da carie dentaria
incluem a taxa de fluxo salivar, a capacidade de tamponamento e a disponibilidade de
algumas enzimas e moléculas protetoras na saliva. A composicdo do esmalte, suas
caracteristicas de superficie e a localizacdo do dente na arcada dentaria também

podem ser fatores determinantes para o risco de céarie dentaria em um individuo’”.

3.2 Flavonodides

Os flavondides (Figura 3) se constituem como uma das categorias mais
atraentes de compostos bioativos, sendo reconhecidos como o conjunto de polifendis
mais abundante encontrado na dieta humana’®. Sdo armazenados em vacuolos das
células vegetais e possuem cerca de 8000 variedades’®. Estdo presentes em grande
parte dos alimentos de origem vegetal e de maneira mais significativa em macas,
cebolas, vinho tinto, uvas, citrinos, chas, ervas medicinais e azeite®. Além disso,
compartilham uma estrutura quimica comum, contudo se diferenciando nos
componentes. A estrutura quimica basica dos flavonoides € composta por um nucleo
com 15 atomos de carbono, organizados em trés anéis (Ces-C3-Cs), compreendendo
um anel pirano e dois anéis fenélicos®. Depois de serem ingeridos, o processo de
metabolizacdo e absorc¢éo dos flavonoides ocorre no intestino delgado e grosso, onde
0 microbioma presente sera responsavel pela decomposicdo dos flavonoides néo

absorvidos, transformando-os em moléculas menores, tais como acidos fenélicos e
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aromaticos, a fim de torna-los biodisponiveis®. Entretanto, para que um efeito
biolégico adequado ocorra, € crucial que uma quantidade suficiente do composto
esteja disponivel para as células. Contudo, a biodisponibilidade dos flavonoides é
reduzida, o que resulta em limitagcGes na sua aplicacéo pratica®.

Em funcdo ao seu potencial terapéutico, os flavonoides exercem impactos
benéficos na saide humana por meio de atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
anticancerigena, antihiperglicemiantes, antihiperlipidemicos, bactericidas,
nefropotetoras, hepatoprotetoras, entre outras®-®, Evidéncias de estudos
epidemioldgicos sugerem que o consumo prolongado de flavonéides pode diminuir o
risco de inUmeras doencas, sendo mais comumente associado a condicbes como
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer de pulmao®’-8°.Dessa forma,
os flavonoides séo divididos em dez subclasses que incluem flavononas, flavonas,
isoflavonas, flavondis, flavanas, chalconas, auronas, antocioninas, neoflavondides,
diihidroflavonois, sendo cada uma delas responsaveis por efeitos bioldgicos
especificos’®.

Dentre os flavonoides, os flavonois constituem se como um dos subgrupos mais
abundantes distribuidos na natureza®. Sendo abundantemente encontrados em
cebolas, couve, alface, tomates, macas e uvas. Além de frutas e vegetais, cha e vinho
tinto também constituem-se como fonte de flavonoéis®!. Os flavonéis mais comuns sdo
galangina, morina, miricetina, quercetina, kaempherol e rutina®. Adicionalmente, tais
substéancias estéo associadas a um amplo potencial terapéutico incluindo o potencial
antioxidante, antibacteriano, antifingico, anti-inflamatério, anticancerigeno,

neuroprotetivo e a reducéo do risco de doencas vasculares®:.
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Figura 3 - Estrutura quimica dos flavonoides
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Fonte: Elaboracao prépria utilizando o software ChemSteck.

Shu et al.?4(2011) observaram os efeitos antibacterianos da quercetina no
crescimento de onze principais micrébios patogénicos orais. A quercetina demonstrou
inibir o crescimento de seis dos onze micrébios avaliados, incluindo Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus sanguis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia, com concentragdes
inibitérias minimas (CIM) variando entre 1-8 mg/mL.

Wang et al.®> (2018) avaliaram o efeito bacteriostatico da quercetina em quatro
tipos de bactérias E. coli, S. aureus, S.enterica e P. aeruginosa € 0 mecanismo
antibacteriano em E. coli, S. aureus, a quercetina inibiu significativamente as quatro
espécies testadas e o efeito bacteriostatico foi mais forte nas bactérias gram-positivas
do que nas bactérias gram-negativas, devido a diferenca as diferencas na composicao
das paredes e membranas celulares de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Além disso, a quercetina danificou as paredes celulares e as membranas de E. coli (a
50 x CIM) e de S. aureus (a 10 x CIM) levando a um aumento da permeabilidade
destas estruturas.

Gendaram et al.?¢(2011) descreveram a agdo antibacteriana da miricetina em
relacdo ao S. aureus utilizando o método de difusdo em disco (300 ug/disco, com uma
zona de inibicdo de 9 mm). Nao houve resultados estatisticamente significativos
acerca das atividades antibacterianas contra P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus
faecalis ou Micrococcus luteus. Em contrapartida, a miricetina apresentou atividade

inibitoria contra a sortase A (SrtA) de S. aureus a uma concentracdo de 100 uM (92%;
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IC50 4,63 uM).

Ouyang et al.?” (2018) avaliaram o efeito da galangina contra o S. aureus. Os
resultados indicaram que a CIM da galangina era de 32 uyg/mL contra S. aureus, e a
substancia foi responsavel por suprimir, de maneira significativa, o crescimento
bacteriano com concentragdes de 4, 8 e 16 pg/mL, em comparacdo com o grupo de
controle (0 ug/mL). Para explorar as possiveis razdes dos efeitos bacteriostaticos da
galangina, foi observado alterac6es morfoldgicas utilizando, microscopio eletrénico de
transmissao, o qual mostrou que a divisdo das células filhas tratadas com galangina
foi inibida.

Vagziri et al.®® (2023) relataram que a terapia com complexo contendo rutina foi
capaz de reduzir, de maneira significativa, as células do biofilme de S. mutans em
52,5% quando comparadas ao grupo controle. Adicionalmente, houve uma diminuicéo
na expressao do gene gtfB, gene responsavel pela formacéo do biofilme de S.mutans,

em comparacao ao grupo néo tratado.

3.3 Morina

O hidrato de morina (3,5,7,2',4'-penta-hidroxiflavona), € uma das principais
substancias componentes de diversos alimentos e plantas medicinais. Na medicina
tradicional, é recomendada para o tratamento de varias patologias humanas®. Este
composto esta incluido na classe dos flavonoides, em especial a subclasse dos
flavonodis. Corresponde a um composto estavel de coloracdo amarela, presente nas
plantas da familia Rosaceae, Moraceae e Fagaceae. As fontes principais incluem os
ramos de amora branca, goiaba, folhas de goiaba, laranja Osage, casca de maca,
cebola e améndoa. A morina também pode ser extraida de figo, castanha doce, jaca,
vinho tinto, algas marinhas, chd, café e grdos de cereais-101,

Na ultima década, o interesse em torno deste flavonoide tem crescido devido
ao seu promissor potencial terapéutico. Varios autores conduziram estudos de revisédo
da literatura para explorar as propriedades biolégicas associadas a morinal®-103,
conduziram analises abrangentes e constataram que a morina exibe propriedades
biolégicas, tais como acgdo antioxidante, anti-inflamatoria, neuroprotetora, anti-
hiperlipidémica, anti-hipertensiva, antidiabética, anti-hiperuricémica, antitrombotica,
antiviral, antibacteriana, antialérgica, além de efeitos anticancerigenos. Importante

ressaltar que a morina apresenta baixa toxicidade, mesmo em doses mais elevadas,
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abrindo assim possibilidades para uma analise mais aprofundada de suas aplicacdes
farmacoldgicas, incluindo potenciais ensaios clinicos em humanos%4,

Os flavonoides, incluindo a morina, apresentam diversos mecanismos
antimicrobianos, como a inibicdo da sintese de acidos nucleicos, interferéncia na
funcdo da membrana citoplasmética, a interrupcdo do metabolismo energético, a
inibicdo da ligacdo e formag&o de biofilme, a supressao da porina na membrana
celular, a modificacdo da permeabilidade da membrana e a reducdo da
patogenicidade®®. Substancias que impedem a exposicédo de proteinas na superficie
celular bacteriana podem ter um valor terapéutico significativo, uma vez que essas
proteinas promovem a adesdo bacteriana, a evasado da resposta imune, a aquisicao
de nutrientes e a invasdo da célula hospedeira durante infeccdes bacterianasi®. Os
inibidores da Sortase A (SrtA), enzima que desempenha um papel crucial na fixacao
de proteinas a superficie celular de bactérias gram-positivas, mostram-se como
agentes promissores no combate a infec¢des bacterianas. Esses inibidores atuam na
reacao de classificacdo, retardando assim a ligacdo das proteinas de superficie a
parede celular, que é mediada pela SrtA'%’. Ainda, o estudo conduzido por Xu et al.1%®
(2001) evidenciou que a morina possui a capacidade de inibicdo da atividade da
enzima DNA replicase, a qual esta envolvida no metabolismo bacteriano. A influéncia
da morina sobre essa enzima apresenta potencial para regular a proliferacéo tanto de
bactérias gram-positivas quanto gram-negativas.

Huang et al.1%® (2014) conduziram o estudo pioneiro com este composto
investigando os efeitos da morina na atividade da SrtA de Streptococcus mutans, tanto
in vitro quanto in vivo, e na subsequente formacéao de biofilme. Ficou evidente que a
morina exerce um efeito inibitério contra S. mutans UA154, com um IC50 de 27,2 +
2,6 yM. Os resultados do teste de Western Blot indicaram que 30 yM de morina
causaram a liberacdo parcial da proteina Pac no sobrenadante. Esses achados
sugerem que a falta dessa proteina resulta na reducdo da massa do biofilme de S.
mutans quando exposto a 30 yM de morina. Por outro lado, ndo foi observada
diminuicao na viabilidade de S. mutans.

O estudo de Farias et al.'® (2020) teve como proposito desenvolver e
caracterizar sistemas mucoadesivos de liberacdo controlada contendo morina, com a
avaliacdo de sua atividade antimicrobiana e antibiofiime contra o biofilme de S.
mutans, além de verificar a citotoxicidade. Para alcancar esse objetivo,

microparticulas, filmes e comprimidos orais baseados em alginato e goma gelana



23

foram desenvolvidos como estratégia para superar a baixa solubilidade aquosa da
morina. Os resultados dos testes de liberacdo in vitro de morina em saliva artificial
indicaram que as microparticulas controlaram a liberacdo de maneira mais eficaz
(39,6%), seguidas pelos filmes (41,1%) e pelos comprimidos (91,4%) apds 20 horas
de avaliagdo. A morina liberada desses sistemas reduziu a acidogenicidade, a
viabilidade microbiana, a concentracdo de polissacarideos extracelulares insollveis e
0 peso seco dos biofilmes, quando comparado ao grupo controle. Esses resultados
evidenciam que a morina possui atividade antibiofilme contra microrganismos
cariogénicos.

Um estudo adicional conduzido por de Farias et al.11° (2022) analisou a atividade
antimicrobiana e antibiofiime da morina em filmes e comprimidos de liberacdo
controlada a base de goma gelana, desta vez em biofilmes polimicrobianos. Esses
biofilmes foram formados a partir de saliva durante 48 horas, com exposicao
intermitente a 1% de sacarose, enquanto estavam em contato com filmes ou
comprimidos de goma gelana contendo 2 mg de morina cada. Os parametros avaliados
incluiram acidogenicidade, viabilidade bacteriana, peso seco e concentracdo de
polissacarideos extracelulares insoliveis nos biofilmes. A morina liberada desses
sistemas reduziu a viabilidade de todos os grupos microbianos analisados, assim
COMO O Peso seco e a concentracao de polissacarideos insolUveis na matriz, além de
controlar a acidogenicidade quando comparada ao grupo controle sem a substancia.
Em resumo, a morina demonstrou ser um agente eficaz, apresentando atividade
antimicrobiana e antibiofilme também contra biofilmes polimicrobianos.

Sales et al.''! (2023) buscaram desenvolver um sistema multiparticulado
utilizando polimeros de alginato de s6dio/goma gelana para a liberacdo controlada de
morina, empregando parametros padronizados no processo de spray-dryer. A
otimizagcdo desses parametros foi realizada visando obter os maiores rendimentos
possiveis, e os resultados indicaram eficacia no encapsulamento e na liberagédo
controlada da morina. Os sistemas que continham morina demonstraram uma reducéo
significativa na biomassa do biofilme de S. mutans, na viabilidade microbiana e na

acidogenicidade quando comparados aos seus respectivos controles.

3.4 Biopolimeros

Os polimeros sdo compostos por unidades monoméricas que se ligam
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covalentemente, formando moléculas de grande porte. Existem diversos tipos de
polimeros amplamente utilizados no dia a dia, e a maioria deles é produzida de
maneira convencional a partir de fontes de combustiveis fosseis, como petroleo bruto,
carvdo e gases naturais. Apesar das numerosas vantagens desses polimeros
tradicionais, seu uso € desencorajado devido a sua falta de biodegradabilidade. Diante
da crescente conscientizacdo ambiental, a busca por alternativas de recursos
renovaveis tornou-se essencial para possibilitar a producdo sustentavel de
polimerost?113,

Uma variedade extensa de fontes biologicas se encontra disponivel como
alternativas promissoras em substituicdo aos combustiveis fésseis e tem chamado
atencdo. Os biopolimeros (polissacarideos e proteinas) podem ser definidos como
polimeros naturais sintetizados por plantas, animais e microrganismos. Em
comparacao com os polimeros derivados de combustiveis fésseis, 0os biopolimeros
apresentam diversas vantagens, como biodegradabilidade, ndo toxicidade e
biocompatibilidade. Essas caracteristicas fazem dos biopolimeros escolhas
excepcionais para uma ampla gama de aplicacbes, abrangendo setores como
medicina, farmacologia, embalagens, cosméticos, absorventes, eletrdnica,
agricultura, tratamento de agua, tecidos de vestuario, plasticos e biossensores'4.
Entre os biopolimeros amplamente empregados, destacam-se as gelatinas, colageno,
dextrano, poliaminoacidos, albumina, carboximetilcelulose, pectina agarose,
carragenina, sulfato de celulose, acido hialurénico, quitosana, ciclodextrinas, alginato
e goma gelanat'®.

Ainda, os biopolimeros desempenham um papel crucial na elaboracdo de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (SLCF). Na selecdo do polimero
adequado para uma aplicacdo especifica, € fundamental considerar aspectos como
biocompatibilidade tecidual e propriedades hidrofilicas ou hidrofobicas, conforme
destacado por Lopes''® (2005) e Coimbra'l’ (2010). Além disso, é essencial observar
propriedades como biodegradacdo e bioerosdo, que também devem ser
biocompativeis, durante o processo de escolhall’. Qutro ponto relevante é a
mucoadesao, que descreve a interacado entre a superficie do polimero e a mucina. Os
grupos hidrofilicos constituintes dos polimeros interpenetram-se entre as cadeias de
mucina, estabelecendo um contato intimo entre as superficies, conforme explicado
por Shaikh et al.1*® (2010).

No contexto do desenvolvimento de SLCF, os principais objetivos incluem a
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habilidade de regular as concentragcbes plasmaticas do composto ativo no
determinado periodo. Esse controle possibilita um efeito farmacolégico estendido e
uma liberacéo lenta, contribuindo para a integridade dos compostos ao minimizar a
incidéncia de efeitos adversos e toxicos. A combinacdo de SLCF com biopolimeros
mucoadesivos prolonga a permanéncia da formulagéo no local de a¢do, possibilitando
uma atuacdo mais eficaz e especifica. Além disso, essa associacao favorece uma
acdo de longa duracdo, uma vez que evita a remocdo do sistema do local de

aplicacéo!t®120,

3.5 Acido Hialurénico

O acido hialurénico (HA) contitui-se como um biopolimero ndo ramificado,
pertencente ao grupo de heteropolissacéaridos glicosaminoglicanos (GAGs), que
constituem os principais elementos da matriz extracelular'?’, Quimicamente, séo
compostos por duas unidades dissacaridicas repetidas de acido D-glucurénico e N-
acetil-D- glucosamina, ligadas por ligagées glicosidicas B-1,3 e B-1,4 alternadas'??.
Possui natureza polar, portanto hidrofilica. O HA, em sua forma nativa, apresenta-se
como um polimero de elevado peso molecular, superior a 1000kDa, presente,
principalmente, em tecidos intactos, com potencial imunossupressor e anti-
angiogénico. Contudo, sob condicdes especificas, a molécula de HA podem se
fragmentar em biopolimeros menores com capacidade de induzir a inflamacéo e
angiogénese!?,

Durante o ciclo celular, uma quantidade significativa de células humanas tem
capacidade de produzir HA, contudo as células mesenquimais sédo consideradas a
principal fonte!?4, Diferentemente de outros glicosaminoglicanos (GAGSs) que sdo, em
sua maioria, sulfatados e sintetizados por enzimas do complexo de Golgi em
associacdo com proteinas, o HA é produzido por uma classe de proteinas integrais a
denominadas hialurono sintases (HAS-1, HAS-2 e HAS-3) na face interna da
membrana plasmatica?®. A decomposicdo do HA, ocorre no organismo humano por
meio de dois métodos distintos. Sendo o primeiro denominado mecanismo especifico,
este é majoritariamente, mediado por enzimas, conhecidas como hialuronidases
(HYALs), enquanto o segundo € o mecanismo inespecifico e resulta em danos
oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio (ROS)*?6.

O HA tem ganhado destaque em outras areas além de cosméticos. Devido a
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sua facilidade de processamento, biocompatibilidade e poucos efeitos adversos
podem ser extensamente empregados no ambito dos biomateriais e como sistema de
entrega de drogas'?’- Recentemente, o HA tem sido utilizado como veiculos para a
administracdo e entrega de medicamentos, por diversas vias, incluindo nasal, oral,
pulmonar, oftalmica, tépica e parentérica’?,

Bayer et al.'?° (2020) avaliaram o efeito de um hidrogel a base de HA com a
finalidade de preservar biomateriais implantados apds ortopedia, traumatologia e
cirugia dentaria contra a formacéao de biofilme. Os achados disponiveis indicam que 0
HA possui uma antidesiva/antibiofiime comprovado, in vitro, contra alguns dos
patégenos mais frequentes, reduzindo as bactérias aderentes em relacao aos discos
de controle, nos tempos de 15,30,60 e 120 minutos em 84%, 72,8%, 72,3% e 63,3%,
respectivamente. Além disso, quando associados a diferentes antibidticos
apresentaram um sinergismo na reduc¢ao do biofilme.

Contardi et al.'3° (2020) analisaram o efeito bicamada a base de
polivinilpirrolidona (PVP)/acido hialurénico (HA) para administracdo sequencial de
anti-sético e antibiotico cutaneo. As peliculas da bicamada exibiram propriedades
satisfatorias de aderéncia a pele humana, e a interacdo entre o PVP e o HA ocorreu
por meio de ligacBes de hidrogénio, resultando na liberacao controlada do antibiético
ao longo de um periodo de 5 dias. A atividade antibacteriana do material contra os
microrganismos Gram-positivos (S. aureus) e Gram-negativos (E. coli e P. aeruginosa)
produziu uma zona de inibicdo de 30,6 (x 1,9) mm em S. aureus e 42,9 (+ 3,2) e 39,5
(x 2,00 mm em E. coli e P. aeruginosa, respetivamente, confirmando as suas
propriedades antibacterianas

Palumbo et al.13! (2015) sintetizaram copolimeros de HA incorporando grupos
de polimetacrilato, visando sua aplicacdo em hidrogéis para a liberagéo controlada de
vancomicina com o proposito de prevenir a colonizacdo por Staphylococcus aureus.
Foi demonstrado que os géis mantém a liberacdo do farmaco por mais de 48 horas.
Adicionalmente, os testes de adesado comprovaram, por meio de placas de cultura de
vidro e superficies de titdnio com hidroxiapatita que os hidrogéis de HA impediram a
adeséo bacteriana mesmo sem a vancomicina.

Liao et al.'3? (2020) desenvolveram um hidrogel de HA oxidado dihidrazida de
acido adipico carregado com vancomicina com o intuito de verificar a
biocompatibilidade e atividade antimicrobiana em modelo de biofilme. O gel carregado

com antibidtico era biocompativel com células mesenquimais, MC3T3 e fibroblastos
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murinos L929. As zonas de inibi¢&o in vitro do hidrogel carregado com vancomicina
foram de 21, 13, 9 e 5 mm, respetivamente. No modelo de biofime do implante
Ti6Al4V, o gel carregado com vancomicina a 0,01-1% apresentou uma atividade anti-

biofilme significativa, medida pelo ensaio MTT.

3.6 Filmes Orodispersiveis para a Entrega de Farmacos

Os filmes orodispersiveis (FODs) tem como mecanismo de acéo a dissolucao
na boca ao entrar em contato com a saliva, dispensando a necessidade de agua,
permitindo assim uma rapida absor¢do e administracdo do farmaco na corrente
sanguinea ou um efeito local rapido. Isso resulta na formacdo de uma solucdo que
pode ser facilmente engolida, promovendo comodidade aos pacientes. Principalmente
aqueles que possuem dificuldade de degluticdo, medo de engasgar e disfagial33. Além
disso, a incorporacdo de realcadores de sabor ou o emprego de técnicas de
mascaramento de sabor de ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) pode
significativamente aumentar a aceitabilidade dessa forma de administracdo de
medicamentos, especialmente em criangas®*. Os principais métodos utilizados para
preparar FODs incluem a técnica de fundicdo por solvente, electrospinning, extrusao
por fusdo a quente e a técnica emergente de impressdo 3D (3DP)1%,

Os constituintes dos filmes orodispersiveis podem divergir dependendo da
formulacéo especifica e da finalidade desejada. Entretanto, ha compostos comuns
presentes em diversas formulagdes, que incluem ingredientes farmaceutico ativo
(IFAs), polimeros, plastificantes, adocantes, aromatizantes, corantes, estimuladores
salivares, estabilizadores, tensoativos e solventes?!,

Dentre os componentes acima, os polimeros representam cerca de 65% do
peso com base no peso seco total da pelicula, sendo considerado o principal
componente dos FODs*®’. Adicionalmente, devem apresentar algumas propriedades
como resisténcia ao descolamento, cisalhamento, tracdo, baixa toxicidade, insencao
de impurezas lixiviaveis, boa molhabilidade e espalhabilidade, e ndo promover
infeccbes secundarias na mucosa oral ou nas regiées dentarias*.

Na literatura, observa-se como principais polimeros sintéticos e semi-sintéticos
empregados a polivinilpirrolidona (PVP), o alcool polivinilico (PVA), o éxido de
polietileno (PEO), a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), a hidroxipropilcelulose (HPC),

a carboximetilcelulose (CMC), o polietilenoglicol (PEG) e a poli(e-caprolactona) (PCL).
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Também sdo utilizados polimeros naturais, tais como pululano, amido, maltodextrina,
pectina, gelatina, alginato e quitosanal4.

As formulacbes orodispersiveis tem ganhado destaque no mercado
farmacéutico, uma vez que sua administracdo tem como finalidade aprimorar a
biodisponibilidade de certos medicamentos, contribuindo para melhora da adesé&o
e/ou a conformidade dos pacientes as prescricbes médicas. Nesse contexto, Serrano
et al.®! (2019) investigaram o efeito de filmes orodispersiveis de anfotericina B para a
candidiase orofaringea. O filme orodispersivel demonstrou rapida desintegracéo (60
+ 3 segundos), liberacdo eficiente em saliva artificial (>80% em 10 minutos), alta
resisténcia a ruptura (2190 mN mm), boa estabilidade quimica (1 ano em condi¢des
refrigeradas e 2 semanas em temperatura ambiente) e eficacia significativa contra
diversas espécies de Candida (C. albicans, C. parapsilosis e C. krusei, com halo de
inibicdo >15 mm).

Dodo et al.13 (2020) verificaram o potencial efeito de filmes orodispersiveis de
Streptococcus salivarius contendo xilitol no tratamento da céarie dentaria. Observou-se
que a formulacao reduziu a populagédo de S. mutans de 7,9 para 5,04 Log CFU/mL
pés-calorimetria (aproximadamente 3 Log de reducdo). Também se observou uma
diminuicdo gradual da populacdo de S. mutans com o aumento dos volumes
supernadante de S. salivarius, o que indica a supresséo do agente patogénico. Logo,
a formulacéo reduziu quase completamente a populagédo de S. mutans, comparavel a

um efeito esperado de um medicamento antimicrobiano.



29

4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos estédo apresentados entre: desenvolvimento de
filmes orodispersiveis, espessura, espectroscopia vibracional da regido do
infravermelho com transformada em Fourier, espectroscopia na regiao do Ultravioleta-
visivel, andlise termogravimétrica e termogravimetria derivada, determinacdo da
viabilidade celular, avaliacdo da atividade antimicrobiana e antibiofilme, microscopia
eletronica de varredura, ensaios mecanicos, determinagéo do perfil de liberacéo in-
vitro da morina, curva de calibracdo, estudo de dissolucdo in-vitro, analise dos
mecanismos de liberacéo in- vitro da morina e planejamento estatistico e analise dos

dados.

4.1 Desenvolvimento de Filmes Orodispersiveis

O HA de média massa molar (MMW) da marca Inovasell, fornecido pela
empresa BioSmart Nanotechnology LDTA, e o Hidrato de Morina, adquirido
comercialmente pela Sigma-Aldrich, foram utilizados na produgdo de filmes
orodispersiveis. Estudos pilotos, cujos dados nao foram apresentados, foram
conduzidos para avaliar diferentes concentracdes de HA e morina. As concentracoes
de 0,2% m/m e 3% m/m, respectivamente, demonstraram os melhores resultados nos
testes preliminares, devido a caracteristicas fisico-quimicas e foram selecionadas
para os testes finais.

O biopolimero e o flavonoide foram dispersos em 50 mL de 4gua deionizada e
650 pL de hidréxido de aménio, sendo em seguida submetidos a um agitador
magnético operando a 250 rpm por 2 horas. A solucéo final foi colocada em placas de
Petri e submetida ao método de casting a uma temperatura de 40°C ao longo de 12

horas (Figura 4).
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Figura 4 - Graphic abstract do desenvolvimento de FODs
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Fonte: Elaboracao prépria.

4.2 Espessura

Para a andlise da espessura dos filmes orodispersiveis foram feitas medidas
em 3 pontos aleatérios de cada filme (n=11) por meio de um Micrémetro Digital

(Digimess).

4.3 Espectroscopia Vibracional da Regido do Infravermelho com Transformada
em Fourier (FTIR)

Os espectros foram adquiridos por meio do emprego do espectrometro Agilent
Cary 630 FTIR Spectrometer, programado para operar em modo de refletéancia total
atenuada (ATR). A coleta dos espectros referentes aos filmes orodispersiveis,

constituidos de HA e morina, foi realizada na faixa de 4000 a 600 cm™,
4.4 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-vis)
A transmitancia UV-vis dos filmes foi quantificada por meio da utilizacdo de um

espectrofotometro Perkin EImer modelo Lambda 365n, abrangendo a faixa espectral
de 200 a 800 nm.
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4.5 Anélise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG)

As caracteristicas térmicas dos filmes a base de HA foram determinadas por
meio de analises termogravimétricas (TGA) e termogravimetria derivada (DTG). A
instrumentacdo utilizada para a obtencdo das curvas foi o equipamento TA
Instruments SDT Q600, empregando fluxo continuo de nitrogénio (100 mL/min) com
taxa de aquecimento de 10°C/min. As analises foram realizadas utilizando um
intervalo de temperatura de 35 a 600 °C, e as amostras, pesando 6 mg, foram testadas

em conjunto com um cadinho de Alumina como referéncia.

4.6 Determinacdo da Viabilidade Celular

Fibroblastos murinos derivados de tecido conjuntivo (L929) adquiridos da ATCC
(American Type Culture Collection) e queratindcitos orais derivados da mucosa oral
(NOK-1), que foram gentilmente cedidas pelo laboratério da Prof2. Gisele Faria da
Faculdade de Odontologia de Araraquara/UNESP, foram cultivados em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e antibidticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1
mg/mL) e incubados em estufa a 37°C e 5% de CO:.

ApoOs o crescimento adequado das células, foram plagueadas em placas de 96
pocos na concentragdo de 2x10* células/poco A placa foi incubada por 24 horas
em uma atmosfera de 37°C e 5% de CO2. Concomitantemente ao cultivo das células,
os tratamentos contendo os filmes de HA/morina foram preparados de acordo com a
ISO 10993- 12140, Para tal, 3 cm? de cada amostra foram dispostos em tubo conico de
15 mL e mantidos sob radiacdo ultravioleta por 30 minutos. Em seguida, 6 mL de
meio de cultura (DMEM + 10% de soro fetal bovino) foram adicionados em cada
tubo. As amostras em contato com os meios foram deixadas sob agitacdo por um
periodo de 24 horas a 37°C. Apés o término da agitacdo, os meios de extragcédo
oriundos de cada amostra foram adicionados sobre a monocamada celular
empregando 100 uL/poco, com posterior incubacdo em estufa de CO2 por mais 24
horas. Transcorridas as 24 horas de tratamento, foi realizada a remocao dos meios e
a lavagem com solucao fosfatada salina (PBS 1X) 2x. Finalizado essa etapa, 100 uL
de MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) previamente

diluido na concentracdo de 1 mg/mL foram adicionados em cada poco.
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A placa foi incubada por um perido 3 horas a 37°C, protegidos da luz, até a
observacéo da formacao dos cristais violeta de formazana. Apos o término do periodo
de incubacéo, o MTT foi aspirado dos pocos e os cristais de formazana formados, na
presenca de mitocondrias ativas, foram dissolvidos adicionando-se 50 uL de alcool
isopropilico absoluto.

Os valores de absorbancia (Abs) foram obtidos em espectrofotdmetro de
microplacas (SoftMax® Pro 5), com comprimento de onda a 570 nm. Como controle de
sobrevivéncia, as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB, enquanto como
controle de branco, os pogos foram mantidos somente com os reagentes empregados
em cada etapa do ensaio. Os experimentos foram feitos em triplicata, em trés ensaios
independentes, incluindo os controles!4t. Com os valores de Abs, calculou-se a média
da porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle de sobrevivéncia

(100%), conforme apresentado pela equacéo abaixo (norma ISO 10993-5)42;

(Abs da amostra — Abs branco)
x 100

(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco)

4.7 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana e Antibiofilme

Os filmes orodispersiveis foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana e
antibiofilme sobre biofiimes de S. mutans. A cepa de referéncia utilizada foi
Streptococcus mutans UA159, mantidos e reativados conforme descritos por Brighenti
et al.1*3(2014).

Foram utilizados filmes contendo morina e filmes sem morina, considerados
brancos. Todos esses sistemas foram adicionados aos pogos no tempo inicial (t=0).
Uma massa de filme equivalende a 2,4mg foi adicionada aos poc¢os, tendo como base
os achados de Farias et al.1° (2020), o que corresponde a 5 discos de 16 mm?Z.

Para crescimento dos biofilmes de S. mutans, foi utilizado um modelo de
aderéncia ativa 4. Neste modelo, a formacéo de biofilme ocorre apenas com células
com capacidade de adesdo. Laminulas de vidro (g 13 mm; n=10/grupo) fixas em um
dispositivo de aderéncia ativa foram previamente esterilizadas em autoclave a 121°C
por 15 minutos e, em seguida, secos em estufa. Esse dispositivo foi transferido para

placas de 24 pocos contendo 2,2 mL do caldo BHI suplementado com 1% de sacarose
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e o inéculo microbiano, preparado utilizando uma suspensdo microbiana contendo 5
x 107 UFC/mL e adicionado em caldo BHI para obtencéo de uma concentracéo final de
5 x 10° UFC/mL de S. mutans. As placas foram incubadas a 37 °C em 5% de CO:2
durante 48 horas. O meio de cultura foi renovado a cada 6 ou 18 horas (Figura 5),
seguindo o modelo intermitente de exposicéo a sacarose descrito por Van de Sande
et al.1* (2011) e modificado por Albuquerque et al.'4* (2018). Como controle de

crescimento, foram utilizados biofilmes sem tratamento com os filmes.

Figura 5 — llustracé@o do dispositivo de aderéncia ativa e troca de pogos, totalizando
48 horas de experimento
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Fonte: Elaboracao propria.

Apos 48 horas de experimento, as laminulas de vidro contendo os biofilmes
foram colocadas em tubos de vidro contendo solugcéo salina NaCl 0,9%, onde os
biofilmes foram dispersos utilizando o banho de ultrassom?!44, A suspenséo bacteriana

resultante foi diluida, semeada em agar BHI e incubada a 37°C em 5% CO2 por 48
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horas. Os resultados foram expressos em log (1+ UFC/mL). Para andlise da atividade
antibiofilme dos filmes contendo morina, outro conjunto de biofilme foi cultivado nos
mesmos padrdes anteriormente descritos para analise da capacidade antibiofilme por
meio da quantificacdo da biomassa (coloracéo por cristal violeta; de Farias et al.*19).
Os resultados foram expressos em intensidade de absorbancia (A570).

4.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para avaliacdo da morfologia de superficie e da secédo transversal dos filmes
foi utilizado o Microscépio Eletronico de Varredura - Marca: Leo - Modelo: 440. Os
filmes foram previamente metalizados em ouro e analise das secdes transversais, 0S

filmes foram seccionados através do corte criogénico.

4.9 Ensaios Mecanicos

As propriedades mecéanicas dos filmes foram determinadas a partir de analises
de tensdo em um analisador de textura (TA.XT Plus, Stable Micro Systems) equipado
com uma célula de carga de 50kg.f (500N). O preparo das amostras e execucdo dos
testes foram realizados de acordo com normas da American Society for Testing and
Materials (ASTM46 2018). Os corpos de prova (n=5) foram confeccionados com
dimensdes de 80 mm de comprimento, 20 mm de largura, e espessura média de 0,012
mm para filmes de HA e 0,027 mm para filmes de HA e morina.

Os corpos de prova foram mantidos em atmosfera controlada, com o auxilio de
um dessecador, em temperatura constante de 25°C e umidade relativa igual a 55%
durante 48 horas. Em seguida, os corpos de prova foram submetidos aos testes de
tracdo, sendo considerada uma area de estresse igual a 128 mm? e velocidade de
0,064 mm/s. Foram determinados, a tensao de ruptura, a porcentagem de deformacéo

e 0 modulo de elasticidade (Médulo de Young) dos filmes.
4.10 Determinacgéo do Perfil de Liberagéo In Vitro da Morina
Para determinar o perfil de liberacao in-vitro da morina foram propostos

as seguintes analises: curva de calibracdo, estudo de dissolugéo in-vitro, anélise dos

mecanimos de liberacao in vitro da morina.
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4.10.1 Curva de calibragéo

A curva de calibracdo foi elaborada utilizando solucdo-estoque de 10mg
morina, previamente solubilizada em 8mL de agua destilada, com posterior adi¢cdo de
NaOH e banho ultrass6nico por 10 minutos a 20 Hz. A partir dessa solucéo, preparou-
se cinco diferentes concentracgdes, sendo elas: 2,5 ug/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL, 15
ug/mL e 20 ug/mL. A absorbancia foi medida em comprimento de 389 nm. As analises
foram conduzidas em triplicata. A plotagem do grafico, determinacdo da linearidade

(R?) e equacéo da reta foram realizados no software Excel.

4.10.2 Estudo de dissolucéo in vitro

Para determinar o perfil de dissolucdo in vitro da morina incorporada em
HA/NH4OH/H20, com um diametro equivalente a 9 cm?, empregou-se o dissolutor
modelo 299 (Ethik), aplicando o método de dissolucdo com o uso do cesto rotatorio,
cujo movimento rotativo durante todo o ensaio garante a dissolucdo das amostras no
meio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Foi utilizado como meio de dissolucao
uma solucéo aquosa de tampéo fosfato pH 7,4. O meio de dissolugéo foi mantido sob
temperatura de 37 + 0,5 °C durante todo o ensaio. Os filmes de HA incorporados com
morina foram imersos nas cubas do dissolutor com 400 mL do meio de dissolucéao e
foram mantidos em agitac&o na velocidade de 50 rpm. Aliquotas (1 mL) do meio foram
coletadas em diferentes intervalos de tempo: 5, 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 150, 210,
240 e 330 minutos, sendo feita a reposi¢ao imediata de solugéo tamponada (1mL). Os
valores de absorbancia para a quantificacdo de morina foram determinados por
Espectroscopia UV-Vis (Perkin Elmer modelo Lambda 365n), com leitura no
comprimento de 389 nm. As analises foram realizadas em triplicata (n = 3), em dois

ensaios independentes.

4.10.3 Analise dos mecanismos de liberagéo in vitro da morina

Para compreender os mecanismos associados ao processo de liberagdo do
farmaco, os dados obtidos foram submetidos a analise por diferentes modelos
matematicos (Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Primeira ordem, Hixson-Crowell e Weibull) e os

coeficientes de correlacdo ajustado (R?) foram determinados.
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4.11 Planejamento Estatistico e Analise dos Dados

Os dados foram analisados com o programa GraphPad Prism 8.0. Foi realizado
teste de distribuicdo amostral (Shapiro-Wilk) para aplicacdo posterior do teste de
variancia ANOVA, seguida do pos-teste Tukey. O nivel de significancia foi
estabelecido em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Os resultados estédo apresentados em: espessura, espectroscopia vibracional
da regido do infravermelho com transformada em Fourier, espectroscopia na regiao
do ultravioleta visivel, andlise termogravimétrica e termogravimetria derivada,
determinacdo da viabilidade celular, avaliagcdo da atividade antimicrobiana e
anntibiofilme, microscopia eletronica de varredura, ensaios mecanicos, determinacao
do perfil de liberacao in- vitro da morina e analise dos mecanismos de liberacdo in-

vitro da morina.

5.1 Espessura

Os FODs baseados em HA MMW apresentaram uma espessura média de 12
+ 0,003 pm, enquanto os FODs baseados em HA e morina apresentaram uma
espessura média de 27 + 0,009 um, indicando que a adicdo de morina nos filmes

contendo HA resultaram em um aumento significativo dessa propriedade.

5.2 Espectroscopia Vibracional da Regido do Infravermelho com Transformada
em Fourier (FTIR)

A fim de identificar os grupos funcionais caracteristicos dos principais
compostos presentes na composi¢cao dos filmes desenvolvidos, foram conduzidas
analises de Espectroscopia de Infravermelho Transformada em Fourier (FTIR). Os
espectros FTIR correspondentes aos sistemas em questdo sado apresentados na
Figura 6.
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Figura 6 - Espectros FTIR da morina e dos FODs baseados em 0,2% m/m HA 0,2%
m/m HA + 3% m/m morina
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Fonte: Elaboracéo propria.
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5.3 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Os resultados das analises espectrofotométricas UV-vis, centradas na regiao
do espectro visivel (400-800 nm), revelam que a transmitancia para filmes a base de

HA varia de forma distinta em relag&o a filmes com morina, observados na Figura 7 e

corrobados em andlises visuais representados na Figura 8.

Figura 7 - Medida de transmitancia dos FODs baseados em 0,2% m/m HA e 0,2%
m/m HA + 3% m/m morina no espectro de luz visivel
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Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 8 - Andlise visual dos FODs dos filmes desenvolvidos

Sendo (a) para imagem de filmes baseados em HA 0,2% m/m e (b) representada pelos
filmes baseados em HA 0,2% m/m e morina 3% m/m.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

5.4 Anélise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG)

Os métodos térmoanaliticos de andlise, como a termogravimetria (TG) e a
termogravimetria derivada (DTG), sdo utilizados para estudar a decomposicao térmica
de materiais. A termogravimetria (Figura 9) acompanha a perda de massa da amostra
em funcéo da temperatura, enquanto a termogravimetria derivada (Figura 10) fornece
a derivada primeira da curva termogravimétrica em funcdo da temperatura. Essas
analises sdo Uteis para determinar as temperaturas de inicio e fim da decomposicao,
também denominados como eventos térmicos, bem como a taxa de decomposicéo

dos materiais.
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Figura 9 - Curva TGA comparando HA MMW; FODs desenvolvido 0,2% m/m HA +
3% m/m morina e morina
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Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 10 - Curva DTG comparando HA MMW; FODs desenvolvido 0,2% m/m HA +
3% m/m morina e morina
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Fonte: Elaboracéo propria.

5.5 Determinacéao da Viabilidade Celular

Os resultados das analises de determinacdo da viabilidade celular,
empregando o método indireto colorimétrico MTT, das linhagens L929 e NOK-1, estdo

representados na Figura 11.
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Figura 11 - Viabilidade celular das linhagens L929 (a) e NOK-1 (b) empregando
0 método indireto colorimétrico MTT
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Fonte: Elaboracéo propria.
5.6 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana e Antibiofilme

A viabilidade de S. mutans (Figura 12) foi significativamente menor na presenca

de morina em comparagao a formulagdo sem morina (“branco”) e ao grupo controle.
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Figura 12 - Viabilidade de biofilmes de S.mutans (Média £ DP) apdés tratamento.
“Branco”: filmes de HA sem morina; “Controle”; sem tratamento; “Tratamento”: flmes de HA
contendo morina. n=10
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos, ANOVA
(p<0,0001), seguido do pos-teste de Tukey, (axb = p 0,890); (axc =
p<0,001); (bxc = p<0,0001).

Fonte: Elaboracéo propria.

Além disso, a biomassa de S. mutans (Figura 13) foi significativamente
menor na presencga do filme contendo morina em comparagdo com o branco e o

controle.
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Figura 13 - Quantificacdo da biomassa de S.mutans (Média + DP) apdés tratamento.
“Branco”: filmes de HA sem morina; “Controle”: sem tratamento; “Tratamento”: filmes HA
contendo morina. n=10
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos, ANOVA
(p<0,0001), seguido do pds-teste de Tukey, (axb = p 0,0022); (axc = p
0,0008); (bxc = p<0,0001).

Fonte: Elaboracao propria.

5.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises da morfologia da superficie e das sec¢bes transversais foram
realizadas por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), conforme
evidenciado nas Figuras 14 e 15. As imagens de cada filme exibiram uma
conformacao caracterizada por apresentar superficie irregular, com a presenca de HA
e morina. As amplia¢des foram conduzidas em magnificagdes de 100x, 500x e 5000x,

proporcionando uma analise detalhada das caracteristicas morfolégicas dos filmes.
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Figura 14 - MEV para avaliagdo da morfologia de superficie dos FODs desenvolvidos

Sendo: (a), (b) e (c) para FODs HA 0,2% m/m em magnificagdes 100x, 500x e 5000x;
(d), (e) e (f) para FODs HA 0,2% m/m + 3% m/m morina em magnificacées 100x, 500x
e 5000x.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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Figura 15 - MEV para avaliacdo de seccdes transversais dos FODs desenvolvidos

Sendo: (a), (b) e (c) para FODs HA 0,2% m/m em magnificagdes 500x e 5000x; (d), (e)
e (f) para FODs HA 0,2% m/m + 3% m/m morina em magnificacdes 500x e 5000x.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

5.8 Ensaios Mecanicos

A média das cinco réplicas submetidas ao ensaio de deformacédo do filme
orodispersivel baseado apenas em HA 0,2% m/m foi de 33% (z 12), enquanto para o
filme contendo HA 0,2% m/m + morina 3% m/m foi de 23% (£3).

A média das cinco réplicas submetidas ao ensaio de tensao na ruptura do filme
orodispersivel baseado apenas em HA 0,2% m/m foi de 16 MPa (+ 2) e para o filme
contendo HA 0,2% m/m + morina 3% m/m foi de 16 MPa (z 2).

A média das cinco réplicas submetidas ao ensaio do moédulo de elasticidade do
filme orodispersivel baseado apenas em HA 0,2% m/m foi de 186 MPa (x 43),
enquanto para o filme contendo HA 0,2% m/m + morina 3% m/m foi de 182 MPa (x
23).

Os resultados obtidos dos FODs desenvolvidos séo ilustrados na Tabelas 1 e

na Figura 16.
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Tabela 1 - Média e desvio padrao submetidos ao ensaio mecénico de FODs 0,2% m/m HA

e 0,2% m/m HA + morina 3% m/m

Filme HA Deformacéo Tenséo de Modulo de
0,2% m/m (%) ruptura elasticidade
(MPa) (Young)
(MPa)
Média 33 16 186
Desvio Padréo 12 2 43
Filme HA Deformacéo Tenséo de Modulo de
0,2% m/m + 3% (%) ruptura elasticidade
m/m morina (MPa) (Young)
(MPa)
Média 23 16 182
3 2 23

Desvio Padrao

Fonte: Elaboracéo propria.



Figura 16 - a) Deformacédo; b) Tenséo na ruptura; ¢) Mddulo de Young de filmes

baseados em HA 0,2% m/m e HA 0,2% m/m + morina 3% m/m
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Fonte: Elaboracéo propria.

5.9 Determinacdo do Perfil de Liberacédo in vitro da Morina

Conhecendo o comprimento de onda adequado para o estudo com a morina,
foi construida uma curva de calibragéo (Figura 17), obtendo-se a equacao y = 0,381x
— 0,0138, com coeficiente de correlacdo linear 0,9905 (R?), na temperatura de 25°C,

em seguida foi avaliado o perfil de liberagcédo (%) morina versus tempo (Figura 18).



Figura 17 - Curva de calibragdo — Morina
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Fonte: Elaboracao propria.

Figura 18 - Perfil de liberagdo da morina versus tempo
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Fonte: Elaboragéo propria.
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5.10 Anélise dos Mecanismos de Liberacdo in vitro da Morina

Os valores dos coeficientes de correlagdo ajustados (R?) para os diversos

modelos matematicos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Coeficiente de correlacdo da morina liberada a partir de FODs HA/morina
obtidos através de diferentes modelos matematicos

MgdelosNde Valor de R?
Liberacéo
Higuchi 0,9219
Korsmeyer- 0,0886
Peppas
Primeira ordem 0,775
Hixson-Crowell 0,8298
Weibull 0,9886

R?= coeficiente de correlacdo ajustado. Valores em destaque indicam os modelos
gue apresentaram melhor correlacao.

Fonte: Elaboracé&o prépria.
A partir dos valores de coeficiente de correlacdo ajustado (R?), os modelos

matematicos que melhor se correlacionaram com os dados de liberacéo dos sistemas

estudados foram o de Korsmeyer-Peppas e Weibull.
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou a eficacia da morina, quando incorporada em sistemas
mucoadesivos de liberacdo, contra microrganismos associados a carie. Os resultados
indicam que a morina demonstra um significativo potencial no controle de biofilmes.

Os filmes destinados a desintegracédo oral podem ser fabricados por meio da
técnica de evaporacao de solvente (solvent casting), do método de extrusdo a quente
(hot melt extrusion) ou por intermédio da impressdo 3D. Contudo, a técnica de
evaporacao de solvente destaca-se como a mais amplamente empregada, dada a sua
capacidade de produzir filmes com caracteristicas fisicas notaveis, uniformidade de

espessura e principalmente na simplicidade de execucéo e custo reduzido!47:148,

Borges et al.}* (2015) avaliaram filmes dispersiveis presentes no mercado que
possuiam espessuras entre 40-140 uym e constataram a necessidade da
padronizacdo da espessura de maneira unifrome em todo filme a fim de garantir a
precisdo da dose de farmaco. Entretanto, Kweon e Han'#? (2023), avaliaram que filmes
de acido hialurébnico com diferentes mw apresentaram espessuras entre 24-57 um.
Nos resultados desta pesquisa, observa-se que as espessuras dos FODs contendo
morina apresentam 27 um * 0,009, indicando que a presenca de morina nos filmes
desenvolvidos resultam em um aumento significativo da espessura e corroboram com os
dados obtidos na literatura e que a espessura influencia no processo de liberagéo, assim
indiretamente na biositribuicdo e dose do IFA.

Nos espectros FTIR dos filmes orodisperiveis desenvolvidos, observam-se
bandas situadas na faixa de 3255 a 3260 cm™, indicativas da presenca de grupos —
OH. A banda de 2890 a 2910 cm™! esta associada a ligacdo C-H. As bandas entre
1597 e 1603 cm estdo relacionadas ao grupo carbonilico C=0. A banda em torno de
1021 cm* corresponde as ligagdes C-C e C-O.

Para a morina, uma banda de intensidade significativa & observada a 3372 cm-
! devido ao grupo —OH. As bandas a 1610 cm, 1509 cm™ e 1456 cm* s&o atribuidas
avibracéo de estiramento C=C no anel aromatico, enquanto a vibracéo de deformacéo
—C-OH é observada a 1309 cm™. A banda a 966 cm™ corresponde a vibracdo de
estiramento -C-OH, assim como nos dados representados na literatura’®. De maneira
geral, as mesmas bandas foram identificadas nos espectros dos filmes, sugerindo que

a incorporacéo de morina ndo acarretou alteragées significativas na estrutura quimica.
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Nas analises de UV-vis, observa-se uma transmitancia em torno de 90% para
os filmes baseados exclusivamente em HA 0,2% m/m, diminuindo em torno de 15-
20% quando incorporada uma concentracdo de 3% m/m morina. Estes resultados
evidenciam uma correlacéo entre a morina e a transmitancia dos filmes, corroborando
com as observagBes macroscopicas realizadas durante a andlise dos filmes
orodispersiveis desenvolvidos.

Dois eventos de reducdo de massa podem ser discernidos a partir da analise
da curva termogravimétrica (TG) e da termogravimetria derivada (DTG). A primeira
perda de massa para todas as amostras investigadas ocorreu na faixa de temperatura
de 40°C a 100°C. Esta etapa foi relacionada a perda de agua e acido residual por
evaporacao ou a reducdo do teor de umidade. O proximo estagio em 200-350°C foi
atribuido a desassociacdo das cadeias e a degradacdo das amostras, em
consonancia com dados previamente documentados na literatura®l. O aumento
significativo da massa residual para 0,2%HA/3%Morina em relagédo ao HA sugeriu a
presenca de morina na matriz HA. A andlise dos valores correspondentes da derivada
da reducdo de massa ratifica a presenca de dois picos em temperaturas
correspondentes, correspondendo a evaporacao da agua e ao ponto de perda maxima
de massa dos materiais.

Na analise de determinacéo da viabilidade celular, verificou-se que os filmes de
HA a 0,2% m/m e aqueles incorporados com 3% m/m de morina ndo apresentaram
citoxicidade para as células L929 e NOK-1, mantendo a viabilidade celular acima de
70% (cut-off). Conforme estabelecido pela norma a ISO 10993-5, é necessario que a
viabilidade celular seja superior a 70% para que 0s materiais ou dispositivos médicos
submetidos aos testes sejam classificados como néo toxicos e seguros.

Devido as suas propriedades antimicrobianas, substancias naturais tém

despertado interesse crescente no contexto do controle de biofilmes e microrganismos

orais >, Dessa maneira, o estudo da atividade antimicrobiana e antibiofilme, teve
como propoésito avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e antibiofilme de filmes
orodispersiveis baseados em HA contendo morina para o controle de biofilmes bucais.
Os resultados demonstraram que os filmes desenvolvidos contendo morina

mostraram-se eficazes no controle de S. mutans, afetando sua viabilidade e biomassa,

corroborando com os achados de Farias et al.*™ (2020) e Sales et al.t (2023).

A aplicacdo de compostos extraidos de alimentos no controle de
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microrganismos bucais tem sido proposta como uma alternativa aos antimicrobianos
convencionais®. A inclusdo desses alimentos funcionais em sistemas mucoadesivos
de liberacdo pode ser altamente benéfica para a odontologia, prolongando o tempo
de exposicdo dos agentes farmacoldgicos na cavidade bucal e mantendo suas
concentracGes terapéuticas'?®. Além disso, 0 ensaio avaliacdo da atividade
antimicrobiana e antibiofiime teve o objetivo de analisar também a viabilidade
biomassa do biofilme de S. mutans, que também foi afetada na presenca do filme
contendo morina.

Huang et al.1%° (2020) também observaram uma reducdo na formacédo de
biofilme causada pela morina, embora nesse estudo ndo tenham utilizado um veiculo
para a utilizacdo do farmaco. O mecanismo subjacente a essa diminuicdo, de acordo
com Huang et al.1® (2020), pode estar relacionado a falta da proteina Pac na
superficie celular, mediada pela enzima sortease A.

Os flavonoides, incluindo a morina, possuem mecanismos antimicrobianos
diversos, como inibicdo do metabolismo energético, da membrana citoplasmatica e da
sintese de acidos nucleicos. Além disso, eles atuam nas porinas da membrana celular,
na fixacdo e na formacéo de biofilme, na patogenicidade e na permeabilidade da
membranal®®. Adicionalmente, a inibicdo da enzima sortease A (SrtA) é responsavel
por reduzir a adesdo e a formacdo do biofiime de S. mutans'®®, como discutido
anteriormente. Embora o0 mecanismo exato pelo qual a morina controla a viruléncia do
biofilme de S. mutans ainda nédo seja totalmente compreendido, € possivel que um ou
mais mecanismos associados aos flavonoides estejam envolvidos, o que deve ser
avaliado no futuro.

O teste de tensdo na ruptura revela a capacidade do material de resistir a
deformacédo sem danos. Para realizar o teste, o filme é fixado entre dois grampos e
submetido a uma tracdo até que ocorra a ruptura. Os valores obtidos indicam a
viabilidade do material, pois mostram sua capacidade de suportar a deformacao sem
ser danificado4155,

Ao submeter uma amostra a um teste de tracdo, ocorre sua deformacéao,
resultando em um aumento de seu comprimento, ou seja, em seu alongamento. Medir
essa alteracdo é fundamental para avaliar a plasticidade do polimero sem causar
danos ao material. Utilizando a equacéo (% E = [L - LO] x 100/ LO) € possivel calcular
a porcentagem de alongamento ao medir a diferenca entre o comprimento final (L) e

o comprimento inicial (L0) do filme orodispersivel apés o teste de tracdo*°51%6,
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O mddulo de elasticidade € um indicador da rigidez do filme orodispersivel. Ele
representa a resisténcia do material & deformacdo linear, uma caracteristica
fundamental para entender como o material responde a tenséo aplicada. Para efetuar
essa mensuracao, o filme € colocado em um suporte de amostra, e um dispositivo de
sonda é aplicado, iniciando um movimento continuo até que o filme sofra danos>>%%7,

A literatura relata uma ampla gama de valores para tensdo na ruptura e
alongamento em filmes de desintegracdo oral, que sdo propriedades mecanicas
significativas.Essas caracteristicas sao intimamente relacionadas a macromolécula
empregada na formagdo da matriz, assim como aos demais elementos incorporados
ne|a158,159_

Para os filmes HA 0,2% m/m e HA 0,2% m/m + morina 3% m/m, observou-se
uma proximidade nos valores do Moédulo de Young, ndo sendo evidenciadas
diferencas estatisticamente significativas, entretanto, de acordo com dados achados
na literatural4, os FODs obtidos nessa pesquisa apresentam similaridade em relagédo
ao Mdédulo de Young, tensdo na ruptura e deformacdo a duas marcas comerciais,
sendo elas: Snoreeze Oral Strips e Boots Sleepeaze Snoring Relief Oral Strips, onde
ambas apresentam HA na composigéo.

Na analise do perfil de liberacdo de um farmaco é fundamental a compreensao
do comportamento das substancias em diferentes sistemas, e os testes de dissolucéo
in vitro desempenham um papel importante na predi¢édo de sua eficacia in vivo. O teste
de liberacdo recomenda o emprego das “sink conditions” que consiste em um método
utilizado para evitar a saturacdo do meio e para permitir uma avaliagcdo efetiva da
habilidade do sistema em regulaas taxas de liberagéo*.

Existem varios fatores que influenciam na taxa de liberacéo de farmacos. Esses
fatores incluem a solubilidade do farmaco, a difusédo do farmaco através da matriz, a
erosdo da matriz e a dessor¢cao do farmaco adsorvido. Ademais, a eficiéncia da
libertacdo in vitro de uma molécula a partir de diferentes sistemas de liberacéo
depende néo apenas das caracteristicas do meio/pH, mas também da natureza e das
propriedades fisico-quimicas da matriz/carreadori®l, Portanto, nesse estudo foi
avaliado o perfil de liberagao in vitro da morina incorporada nos filmes desenvolvidos,
pH=7,4.

Os resultados experimentais evidenciam uma curva de inclinagdo acentuada,
indicativo de uma liberacao rapida “burst”, com um total de 30% de morina liberada

nos primeiros 30 minutos do ensaio, e 53% de morina liberada em 90 minutos. E
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possivel observar uma liberacao total de morina (100%) em 210 minutos do ensaio,
que tendeu a uma constante até o fim do experimento (330 minutos).

Presume-se que por se tratar de uma matriz altamente hidrofilica, quando o HA
entra em contato com o meio de dissolucdo, o mesmo sofre intumescimento e eroséao,
formando uma continua camada de gel (aspecto observado apoés o término do ensaio).

Deste modo, a liberagdo da morina na matriz polimérica de HA deve ser
governada por um ou mais mecanismos cinéticos, incluindo o intumescimento do
polimero resultando na formacdo de uma camada gelatinosa, seguido pela difusao do
farmaco através dessa camada entumecida e subsequente eroséo do polimero®?,

Na literatura, poucos estudos avaliaram o efeito antimicrobiano da morina
guando incorporada em sistemas de liberacdo controlada de polimeros naturais. O
estudo pioneiro conduzido por Farias et al.'1° (2020) demonstraram a capacidade
desses sistemas em controlar as taxas de liberacdo do farmaco e reduzir os fatores
de viruléncia associados aos biofilmes cariogénicos, o que valida com os resultados do
nosso estudo.

O modelo matematico de Weibull estabelece uma relacdo exponencial entre a
fracdo do farmaco liberado e o tempo. Ele deve ser empregado para analisar os dados
referentes aos primeiros 63,2% da liberacdo do farmacol®®. Esse modelo é
frequentemente utilizado para descrever a liberagcdo de farmacos de formas
farmacéuticas solidas, em que a quantidade de farmaco liberado (Q) é em funcéo do
tempo de ensaio (t), ou seja, Q = f(t). Além disso, o modelo de Weibull tem sido
eficazmente adaptado para ajustar uma varidade de curvas de dissolu¢do, sendo
amplamente utilizado para ajustar dados de liberacédo de farmacos?!.

Além disso, o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas, fundamentado na Lei
das Poténcias, descreve uma relacédo exponencial entra a liberacdo do farmaco e o
tempo. Sua recomendacéo é para analisar os primeiros 60% do farmaco liberado. Na
equacao correspondente, k representa uma constante cinética e n € o expoente de
liberacdo. Esse modelo é frequentemente empregado para descrever a cinética de
liberacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos e tem sido aplicado com sucesso
em diversos estudos para explicar o mecanismo de liberacéo de diferentes compostos
farmacéuticos®3. Os dois modelos de liberagdo também foram classificados como o
de maior desempenho para os dados obtidos na literatural®1! e também para os
dados desenvolvidos nessa pesquisa.

A maior parte dos estudos documentados na literatura indica uma liberacao
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sustentada de morina por até 12 horas, utilizando polimeros sintéticos para a
concepgdo dos sistemas!®®. Os resultados obtidos neste estudo, ao empregar
polimero natural, demonstram estratégias eficazes para o controle da liberacdo da
morina, representando avancos significativos nessa area. Em sistemas com matriz

polimérica hidrossoluvel, a liberacdo é normalmente controlada por meio de trés

mecanismos: difusdo, erosao e intumescimentolss,
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7 CONCLUSAO

A inclusdo da morina em filmes orodispersiveis baseados em acido hialurénico
pode representar uma opc¢ao terapéutica promissora, assim como o desenvolvimento
de filmes orodispersiveis como um novo sistema de liberagdo de farmacos. Diante dos
resultados promissores desta pesquisa, é evidente que essas formulacdes
representam ndo apenas uma alternativa viavel, mas também uma abordagem
inovadora no campo da terapéutica odontolégica.

Diante dos dados encontrados neste estudo, pode-se concluir que:

Filmes orodispersiveis de HA e morina foram obtidos pelo método casting, que
apresenta simplicidade de execucéo e custo reduzidor

Os filmes de HA incorporados com morina ndo se demonstraram citoxicos para
as células L929 e NOK-1, com a manutencéo da viabilidade celular acima de 70%;

A viabilidade e a biomassa de S. mutans apresentaram diferenca
estatisticamente significativas menores na presenca de morina em comparacao a
formulacdo sem morina e ao grupo controle;

As analises de MEV evidenciaram filmes com superficie irregular;

Os testes mecénicos ndo evidenciaram diferengas estatisticamente
significativas no Moédulo de Young e apresentaram dados similares a modelos
comerciais;

Os dois modelos de liberacdo evidenciados nesta pesquisa também foram
classificados como o de maior desempenho para os dados obtidos na literatura,

Os FODs obtidos demonstraram a capacidade de liberagdo da morina e a

reducao dos fatores de viruléncia associados aos biofilmes cariogénicos.
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