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RESUMO

Lesdes na estrutura anatomica da pele, ocasionando feridas, vem sendo um problema de satde
publica, estando atrelado ao maior envelhecimento da populagdo, além de ser dispendioso para
o sistema de saude. Assim, agdes terapéuticas voltadas para o uso de polissacarideos naturais
sdo potenciais alternativas ao tratamento convencional para resolver essa problematica. A
forma farmacéutica abordada nesse estudo ¢ um gel derivado da celulose, onde o polimero de
escolha foi a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) que ¢ um polimero semissintético de matriz
hidrofilica derivado da celulose. Ainda, o cogumelo Agaricus blazei Murill (ABM), nativo do
Brasil, possui propriedades farmacoldgicas, devido, principalmente, aos polissacarideos
extraidos do seu corpo frutifero, em conformacao estrutural a-(1,4)-glucanas e B-(1,3)-(1,6)-
glucanas, bem como por seu complexo glicoproteico. Diante desse achado, foram
desenvolvidos géis de HPMC em concentragdes de 1,5%, 2% e 3% m m™' com e sem o0s
polissacarideos do ABM, sendo a concentragdo do ABM fixa de 1% m m™!. A caracterizagdo
por FT-IR demonstrou aspectos principais de grupos estruturais dos componentes estudados,
onde foi observado regides fingerprint caracteristicas de cada composto, bem como as
interagdes entre os polissacarideos do ABM e o HPMC para o gel HA 1,5% m m™. As
morfologias dos géis foram observados por MEV, onde percebeu-se a influéncia dos
polissacarideos do cogumelo no aumento da porosidade que refletird na acomodacgao e liberacao
de ativos. Para os ensaios reoldgicos, pode-se observar o fluxo do tipo pseudoplastico para
todos os géis, onde, pela lei da poténcia confirmou-se esse comportamento, visto que foram
observados valores de n < 1 para todos os géis, sugerindo géis mais estruturados. Ainda, os
polissacarideos do ABM propiciaram maior viscoelasticidade dos géis, visto que influenciam
em um comportamento mais liquido-/ike. Enquanto pode-se perceber a influéncia direta da
concentracdo do HPMC no comportamento mais solido-/ike dos géis. Dessa forma, os géis de
concentracdo de HPMC de 1,5% s@o mais interessantes para posteriores estudos, tendo em vista
que ¢ a menor concentragdo do polimero em que, provavelmente, se consegue mecanismo
mucoaderente, aplicabilidade e espalhabilidade sobre o tecido lesado, a fim de promover uma
liberacdo lenta de ativos, visando minimizar qualquer processo inflamatério que possa ser

causada pelo uso topico de um gel duro.

Palavras-chave: Agaricus blazei Murill. Hidroxipropilmetilcelulose. Géis. Estudos reoldgicos.

Feridas cutaneas.



ABSTRACT

Lesions in the anatomical structure of the skin, causing wounds, have been a public health
problem, being linked to the aging of the population, besides being expensive for the health
system. Thus, therapeutic actions aimed at the use of natural polysaccharides are potential
alternatives to conventional treatment to solve this problem. The pharmaceutical form
addressed in this study is a cellulose-derived gel, where the polymer of choice was
hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), which is a semisynthetic polymer of hydrophilic
matrix derived from cellulose. Also, the mushroom Agaricus blazei Murill (ABM), native to
Brazil, has pharmacological properties, mainly due to the polysaccharides extracted from its
fruiting body, in structural conformation a-(1,4)-glucans and B-(1,3)-(1,6)-glucans, as well as
for its glycoprotein complex. Given this finding, HPMC gels were developed at concentrations
of 1.5%, 2%, and 3% m m with and without the ABM polysaccharides, with the ABM
concentration being fixed at 1% m m!. FT-IR characterization demonstrated major aspects of
structural groups of the studied components, where characteristic fingerprint regions of each
compound were observed, as well as the interactions between ABM polysaccharides and
HPMC for HA gel 1.5% m m™!. The morphologies of the gels were observed by SEM, where
the influence of the mushroom polysaccharides in increasing the porosity that will reflect in the
accommodation and release of actives was perceived. For rheological tests, the flow of
pseudoplastic type can be observed for all gels, where, by the power law this behavior was
confirmed, since values of n < 1 were observed for all gels, suggesting more structured gels.
Also, the ABM polysaccharides provided greater viscoelasticity of the gels, since they influence
a more liquid-like behavior. While it could be noticed the direct influence of the concentration
of HPMC in the more solid-like behavior of the gels. Thus, gels with a HPMC concentration of
1.5% are more interesting for further studies, considering that it is the lowest concentration of
the polymer that probably achieves mucoadhesive mechanism, applicability and spreadability
on the injured tissue, in order to promote a slow release of actives, aiming to minimize any

inflammatory process that may be caused by the topical use of a hard gel.

Keywords: Agaricus blazei Murill. Hydroxypropylmethylcellulose. Hydrogels. Rheological

studies. Skin wounds.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cicatrizacao de feridas ¢ um processo dindmico que envolve mecanismos complexos
de aspectos intrinsecos e extrinsecos, onde se tem a influéncia de colagenos dos tipos I e III,
que desempenham fun¢des de elasticidade, flexibilidade, cicatrizacao de feridas e protecao.
Vem sendo estudado vérias plantas terrestres e marinhas, bem como fungos e bactérias, e como
a utilizacdo dessas, por meio do desenvolvimento de formas farmacéuticas, podem afetar
significativamente a protecdo da pele, principalmente por seus compostos biologicamente
ativos, como por exemplo: polissacarideos, complexos glicoproteicos, vitaminas e polifenois

(CAMPELO et al., 2021; TSENG et al., 2021).

De acordo com a literatura, o uso do cogumelo Agaricus blazei é crescente tanto na
industria alimenticia, como na farmacéutica. Seus polissacarideos sdo explorados por suas
potenciais aplicagdes na medicina, incluindo seus efeitos anticancer ¢ imunomoduladores,
devido a influéncia das suas -glucanas no aumento de células NK (natural killer), bem como
o estimulo das enzimas do citocromo P450 e aumento de citocinas anti-inflamatorias
(BERTOLLO et al., 2021). Inovacdes baseadas na tecnologia de polissacarideos sdo ponto
chave para exploragdo de seu potencial como bioativo, em sistemas de liberacdo e na

nanotecnologia (ALBUQUERQUE et al., 2020; SINDHU et al., 2021).

Independentemente do tipo de formulagdo, os polissacarideos sdo considerados
superiores a outros polimeros, por sua facilidade de adaptagdo, biocompatibilidade,
bioatividade, homogeneidade e propriedades bioadesivas (ALBUQUERQUE et al., 2020;
SINDHU et al., 2021). Ainda, o uso de polimeros como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
que também ¢ um polissacarideo, ¢ muito utilizado como agente gelificante na producdo de géis
(SCHASCHKOW et al., 2020; TOLEDO et al., 2020) ¢ sua combinagdo com outros
copolimeros, como o Pluronic® F127, visando a formula¢io de géis termorresponsivos e

mucoadesivos (XU et al., 2019; DA SILVA et al., 2020; MENEZES et al., 2022).

Ainda, quanto a reologia, que se destina ao estudo de como os materiais se comportam
sob a aplica¢do de uma forca de deformacao, logo, sua aplicacdo na area da Farmacia e Quimica
se d4 de forma muito substancial, pois a analise reoldgica indica a rigidez e a elasticidade da

rede de polimeros (CARVALHO et al., 2013). Portanto, o presente trabalho objetiva o


https://doi.org/10.1016/j.carpta.2021.100044
https://doi.org/10.1016/j.carpta.2021.100044
https://doi.org/10.1016/j.carpta.2021.100044
https://doi.org/10.1016/j.carpta.2021.100044
https://doi.org/10.1016/j.carpta.2021.100044
https://doi.org/10.1016/j.carpta.2021.100044
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desenvolvimento de géis a base de HPMC e os polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei
Murill. Tais sistemas foram avaliados, principalmente, quanto as suas propriedades reologicas,
a fim de se observar seu comportamento como forma farmacéutica gel, ¢ ainda como esses

constituintes podem influenciar na maneira que o gel flui.
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2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo Geral:

Formular géis a base de HPMC contendo como ativo os polissacarideos do cogumelo
Agaricus blazei Murill, visando avaliar suas propriedades reologicas como veiculo promissor

para formulagdes topicas, bem como sua provavel aplicagdo em cicatrizagdo de feridas.

2.2. Objetivos Especificos:

e Isolar e caracterizar os polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei Murill;

e Formular géis contendo os polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei Murill como
ativo, e o polimero HPMC, como agente gelificante;

e Estudar as propriedades estruturais dos componentes isolados (Agaricus blazei Murill e
HPMC) e dos géis HA e HB 1,5% m m™!;

e Estudar as propriedades morfolégicas dos géis HA e HB 1,5% m m™ liofilizados;

e Estudar as propriedades mecanicas dos géis formulados por ensaios reoldgicos.
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A pele é o maior e principal 6rgdo de defesa do corpo humano contra patogenos e

estresses externos, sejam eles quimicos ou mecanicos, onde a integridade da mesma ¢

importante para a correta funcionalidade da barreira cutanea (DATTOLA et al., 2020). Logo,

lesdes em sua estrutura anatomica, mesmo quando simples, acarretam em alteragdes celulares

e teciduais causadas pelo perfil inflamatorio da lesdo, podendo ser observado por meio da

histologia e ensaios de estresse oxidativo para determinagdo de mediadores bioquimicos, como

Glutationa Reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA) (JEWELL et al., 2019). Nesse sentido,

o tratamento convencionalmente aceito para feridas sdo os curativos, sendo bastante

dispendioso para a assisténcia hospitalar, implicando em um problema de satde publica

(JIANG et al., 2020).

As opgdes terapéuticas utilizadas a nivel nacional e disponiveis na rede SUS, com

pequenas variancias entre diferentes regides, estdo descritas no Quadro 1.

Quadro 1. Opgdes terapéuticas para uso em feridas cutineas, disponiveis na rede SUS. Onde,

CP corresponde a Cobertura Primaria e CS, Cobertura Secundaria.

sodio

Forma Tipo de
Nome Tipo de ferida
farmacéutica tratamento
Lesdes vitalizadas ou
Curativo Hidrocoloide em placa CP e/ou CS com necrose com
pouco/médio exsudato
Gel com PHMB (polihexametileno Feridas altamente
Gel ) . CP _ ]
biguanida) colonizadas e infectadas
, . ) Feridas agudas ou
Oleo vegetal Acido graxo essencial CP .
crOnicas
) ) ) Lesdes com pouca
Hidrogel com alginato de célcio e
Gel CP exsudagdo, seca ou

sangrantes
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) ) Ulceras por pressio grau
Curativo Hidrofibra com prata CP
HlelV
) Curativo hidroalginato de célcio com Feridas agudas ou
Curativo CP ]
prata cronicas
Hiperqueratose de
Creme Creme de ureia 20% CP membros inferiores e
plantar
FITOTERAPICOS
Forma Tipo de
Nome Tipo de ferida
farmacéutica tratamento
Gel e/ou Creme Arnica 5% CP Indicado para pele integra
Ferimentos abertos
Gel e/ou Creme Caléndula 5% CP )
infectados ou ndo
Ulceras por pressio,
Gel e/ou Creme Hamamélis 10% CP queimaduras, ulceras
venosas
Queimaduras ¢ dermatite
Gel e/ou Creme Babosa (4loe vera) 25% CP ) ) ) )
associada a incontinéncia
Lesdes com necrose seca
Gel e/ou Creme Papaina 10% CP .
(creme) e umida (gel)

Fonte: Adaptado do Manual de Curativos (JORGE et al., 2021).

Ainda, essas estratégias para o manejo de feridas ndo sdo satisfatérias, pois estdo
interligados a processos de cicatrizagdo lentos e passivos, o que sugere que podem causar dor
ou desconforto ao paciente, acarretando em baixa adesdo ao tratamento (JEWELL et al., 2019;
WANG et al., 2021). Em 2011, a Agéncia de Pesquisa e Qualidade em Satde dos Estados
Unidos informou que os custos de assisténcia para pacientes com lesdes por pressdo foi entre $

9,1 a $ 11,6 bilhdes de dolares (BERLOWITZ et al., 2011), onde, em estudo mais recente
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demonstrou custos maiores de tratamento, ao incluir os diagnodsticos secundarios para essas
lesdes, sendo de $ 96,8 bilhdes de dolares anualmente, estando atrelados ao maior

envelhecimento da populacdo (NUSSBAUM et al., 2018; CHO et al., 2021).

Dessa forma, novas terapéuticas devem ser desenvolvidas a fim de resolver essa
problematica, em especial para avaliar a cicatrizagdo de feridas, no que tange a migragdo e
proliferagdo celular, em suas fases bem definidas (fase inflamatéria, proliferativa e de
remodelagdo), utilizando-se modelos in vivo, ex vivo, in silico e in vitro (SAMI, HEIBA &
ABDELLATIF, 2018; COALSON et al.,2019). O modelo experimental de feridas mais comum
¢ o de ferida cutanea excisional em camundongos, permitindo analisar a atividade cicatrizante
de novas drogas para tratamento dessas lesdes, bem como possibilitando a aplicagdo de
diferentes formas farmacéuticas, sejam elas biocurativos, géis, emulsdes e dispersoes

filmogénicas em forma de spray (SAMI, HEIBA & ABDELLATIF, 2018).

Gel ¢ uma forma farmacéutica estruturada de forma tridimensional (3D), composta por
cadeias de polimeros hidrofilicos que podem ser reticulados fisicamente, quimicamente, ou por
polimerizacao. O poder de retengdo de 4gua do mesmo depende do grupo funcional, do estado
da agua e da densidade da rede de reticulagdo do gel. Além de ser biocompativel, ¢
biodegradavel e de baixo custo, principalmente quando o gel tem como base um polimero
natural; sendo bastante usado na industria farmacéutica (ZAINAL et al., 2020). Ainda, os géis
compostos a base de celulose sdo particularmente interessantes em sistemas de entrega e

liberacao de medicamentos como curativos para feridas (KABIR et al., 2018).

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), também conhecido como hipromelose, ¢ um
polimero semissintético de matriz hidrofilica derivado da celulose, produzido pela substituicao
dos grupos hidroxila por metil e grupos hidroxipropil, podendo ser utilizado para sistemas de
liberacao prolongada, além de possuir caracteristica mucoadesiva, sendo amplamente usado na
industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (KHATRI ez al., 2018; OWUSU-WARE et al.,
2019; YANG et al., 2022). Como excipiente, o HPMC funciona como espessante, aglutinante,
mucoadesivo, gelificante e plastificante (KHATRI et al., 2018; ALOPAEUS et al., 2019;
DAHL et al., 2021). Nesse contexto, géis de HPMC sdo 6timas alternativas aos curativos
convencionais por sua atividade mucoaderente, onde ao entrar em contato com a epiderme

promove a aderéncia necessaria, principalmente por ligagdes de hidrogénio; liberando os ativos
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envolvidos na formulagio por difusio (MARANI, 2015; GOMEZ-GUILLEN & MONTERO,
2021).

Além disso, a caracterizagdo das propriedades mecanicas ¢ importante no
desenvolvimento de perfis poliméricos para a formulagao de géis, sendo o estudo reologico das
mesmas substancial para o entendimento de fluxo e da viscoelasticidade ideal do gel para a
aplicagdo na pele (ALOPAEUS et al., 2019; GOMEZ-GUILLEN & MONTERO, 2021). Por
meio dela, consegue-se relacionar qual mecanismo mucoadesivo o HPMC apresenta, e ainda,
como o0 mesmo € rico em grupos hidrofilicos, isso demonstra potencial mucoadesivo. Porém de
maneira geral, fatores como flexibilidade da cadeia polimérica, massa molar, carga molecular,
densidade de ligagdo cruzada, for¢a ionica, umidade e pH, também afetam muito as

propriedades mucoaderentes dos biopolimeros (GOMEZ-GUILLEN & MONTERO, 2021).

Ainda, a forma como a formulagao escolhida flui, ou seja, o seu fluxo, ¢ um importante
instrumento de estudo, pois a mesma deve conseguir fluir o suficiente para promover um
contato intimo com a pele, permitindo a liberagao facilitada do principio ativo. Quando se fala
sobre sistemas para administragdo topica, as propriedades reologicas, sejam elas oscilatdrias ou
de fluxo, influenciam drasticamente na bioadesividade e liberagdo da(s) droga(s). Ensaios de
temperatura, frequéncia, tempo e de tensdo sdo testes considerados oscilatdrios, e apontam para
o armazenamento e elasticidade da estrutura do material analisado. J4 o ensaio de fluxo observa
como a viscosidade do material influi no seu comportamento de fluxo, ou seja, relaciona a
resposta da viscosidade quando submetida a taxa ou tensdao de cisalhamento (OSSWALD &

RUDOLPH, 2015; CARVALHO et al., 2013).

Formulagdes tépicas devem apresentar comportamento pseudopldstico, para que
produzam um filme sobre a superficie da pele. Além disso, ¢ importante que a estabilidade da
viscoelasticidade do material seja com tempo de permanéncia prolongado, garantindo a
distribuicao uniforme e a agdo prolongada do ativo ou do polimero incorporado nos locais de
uso topico (CARVALHO et al., 2013). Ainda, o mecanismo mais aceito sobre a formag¢do do
gel de HPMC ¢ que, a baixas temperaturas, as cadeias do mesmo se emaranham com as da dgua
ao redor de aglomerados hidrofébicos. A energia absorvida, ou seja, em temperaturas mais
altas, quebra as cadeias de agua, expondo assim grupos metila do HPMC para o ambiente

aquoso, onde ocorre a associacao hidrofébica dos grupos hidrofobicos das cadeias do polimero,
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propiciando a formagdo de uma rede reticulada e levando a formacao de gel (WANG et al.,

2022).

Schaschkow e colaboradores (2020) desenvolveram um gel de HPMC com plasma para
terapia celular em pacientes com as ilhotas transplantadas, principalmente para diabéticos. Foi
observado que essa associag¢do foi mais eficiente tanto in vifro quanto in vivo, apresentando
melhor viabilidade e funcdo das ilhotas do que a terapia convencional (SCHASCHKOW et al.,
2020). J4, Polamaplly e colaboradores (2019) avaliaram as propriedades reoldgicas dos géis a
base de HPMC, a fim de observar a viscosidade dos mesmos para uso como materiais de apoio
na bioimpressao (impressao 3D) (POLAMAPLLY et al., 2019). Ainda, estudos mostraram uma
técnica promissora para a obten¢do de materiais de reparo dsseo biodegradaveis e com boas
perspectivas de aplicagdo no campo dos materiais biomédicos, ao modificar o cimento

oxicloreto de magnésio com HPMC e fosfato monopotassico (KH2PO4) (JING ef al., 2021).

O cogumelo Agaricus blazei, popularmente conhecido como “Cogumelo do sol®”, é
uma espécie de fungo da familia Agaricaceae nativa do Brasil, muito utilizada na medicina e
na industria alimenticia, por suas proteinas, fibras, vitaminas e minerais. Sua atividade
farmacologica se d4, em parte, pelos polissacarideos extraidos do corpo frutifero, em
conformacao estrutural a-(1,4)-glucanas e B- (1,3)-(1,6)-glucanas, bem como por seu complexo
glicoproteico (RATHORE et al., 2017; CAMPELO et al., 2021). Na literatura sdo relatadas
atividades  antitumoral, hipolipidémica, antiviral, imunomoduladora, antioxidante,
gastroprotetora e cicatrizante ao cogumelo, € 0 mesmo ainda possui metabdlitos secundarios
que podem favorecer essas funcionalidades, como: 4cidos fenolicos e organicos (CAMPELO

et al., 2021; CAMARA NETO et al., 2022).

Camara Neto e colaboradores (2022) observaram que o manitol foi o principal composto
presente no extrato hidroalcéolico 70% do Agaricus blazei, sendo este responsavel por atuar
em mecanismos sinérgicos com as o ¢ B-glucanas do cogumelo, proporcionando atividade
antioxidante e seu efeito gastroprotetor em modelo experimental in vivo de ulcera gastrica
(CAMARA NETO et al., 2022). Wang e colaboradores (2022), dataram efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios dos polissacarideos do cogumelo A. blazei sobre lesdes teciduais, estando
possivelmente relacionadas a monossacarideos, como: glicose, seguido por galactose, acido

glicurdnico, fucose e manose (WANG et al., 2022). Ainda, os polissacarideos do cogumelo
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foram capazes de atenuar a inflamagao persistente e o estresse oxidativo no célon, causada pela

colite ulcerativa (ZHANG et al., 2022).

Em estudos recentes foi demonstrada a imunomodulacao dos polissacarideos sobre a
expressao de 0xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (ROS), IL-1p, IL-6, TNF-a e o
fator de transcri¢do NF-kB, e a diminui¢do da expressdo de IL-10, que € uma citocina anti-
inflamatoria, apresentando assim atividade antitumoral ao induzir, por exemplo, a proliferagdo
de células de defesa pela maior expressdo de genes c-Jun/AP1 (WANG et al., 2018;
NOWAKOWSKI et al., 2021; YIN et al., 2021). Camara Neto e colaboradores (2022)
investigaram a atividade gastroprotetora do extrato hidroalcoolico do cogumelo in vivo, por via
oral, em camundongos em modelo de ulcera gastrica induzido por etanol. Nesse estudo,
observou-se que o extrato foi capaz de modular vias inflamatérias, como a via do 6xido nitrico
e das prostaglandinas, sendo o efeito gastroprotetor também confirmado pela analise dos tecidos
estomacais, observando por métodos histoldgicos a redugdo da inflamagao mesmo apo6s indugao
da tlcera com etanol absoluto, diminuindo o nimero de mastécitos no estdomago dos

camundongos (CAMARA NETO et al., 2022).

Bach e colaboradores (2019) estudaram a atividade antioxidante e antimicrobiana de
cinco cogumelos, entre eles, o fungo Agaricus blazei. O extrato do A. blazei foi o que
demonstrou um nivel mais alto de atividade antioxidante, devido a seu maior teor de
componentes fenolicos, onde foi avaliado pelos métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) e ABTS (4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)). Ainda, mostrou
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus) e Gram-negativas (Salmonella enteritidis e Escherichia coli) (BACH et al., 2019).
Porém, possui atividade ndo somente contra bactérias, mas também antiviral, contra HSV-1 e
HSV-2 - virus da Herpes simplex, atuando por mecanismo de inibicdo da absor¢do e da

penetracdo, bem como da sintese de proteinas virais (LIU et al., 2020).

Formulagdes de gel com associagdes de HPMC com polissacarideos e/ou farmacos sao
bastante = documentadas na literatura. Um gel termossensivel a Dbase de
quitosana/hidroxipropilmetilcelulose/glicerol ndo demonstrou toxicidade em estudo in vifro em
células de mamiferos e por meio do teste MTT; observou-se que a viabilidade dos fibroblastos
ndo foi afetada, o que possibilita a sua aplicagdo na medicina (WANG et al., 2016). O alto

conteudo de polimeros de polissacarideos facilita a interagdo intermolecular. Logo, no ensaio
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reoldgico pode se comprovar o processo continuo de gelificagdo e a formagao de uma forte rede
de gel com alta elasticidade, onde apos o ponto de formagdo do gel, o mddulo de
armazenamento (G’) foi consideravelmente maior do que o mddulo de perda (G”) (WANG et
al., 2016). Da Silva e colaboradores (2020), demonstraram que formulagdes monopoliméricas
de HPMC possuem comportamento de fluxo pseudoplastico em todas as temperaturas (5 °C,
25 °C e 37 °C) e concentragdes avaliadas (2% a 4%). Esse tipo de comportamento viscoelastico
¢ importante para os sistemas farmacéuticos, pois confere a formula¢ao melhores propriedades
de aplicacdo e retencdo no local desejado, contribuindo para sua eficacia terapéutica (DA

SILVA et al., 2020).

Menezes e colaboradores (2022), observaram que os polissacarideos isolados do
cogumelo Agaricus blazei, quando em solucdo aquosa diluida, apresentaram um
comportamento de fluido Newtoniano, onde a sua viscosidade ¢ afetada pela temperatura e
pressdo, mas ndo pelo aumento da taxa ou tensdo de cisalhamento (MENEZES et al., 2022).
Entretanto, em baixas taxas de cisalhamento, Gonzaga et al. (2014), observaram
comportamento de fluxo ndo Newtoniano, tipo pseudoplastico em solugdes aquosas dos

polissacarideos do cogumelo a 3, 5, 7 ¢ 10% (m v ) (GONZAGA et al., 2014).

Tseng e colaboradores (2021), utilizaram polissacarideos de uma cianobactéria (Nostoc
commune) para aplicagdo tdpica voltada para cicatrizacdo da pele, bem como atividade
hipoalergénica (TSENG ef al.,, 2021). Ainda em outros trabalhos, como o de Zhao e
colaboradores (2021), foi demonstrado o uso de polissacarideos de Ganoderma amboinense no
auxilio a proliferacao celular, logo, influenciando no processo de cicatrizagao tecidual. Hosary
e colaboradores (2019) exploraram o potencial de desenvolvimento de curativos eficientes e
econOmicos para feridas usando ingredientes biocompativeis e naturais, integrando
multifuncionalidade como propriedades mecanicas e bioaderéncia de polimeros no ambiente
umido da ferida, o efeito anti-inflamatdrio da B-glucana, fomentando principais requisitos para

um processo eficiente de cicatrizagao de feridas (HOSARY et al., 2019).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento e local da pesquisa

A pesquisa se tratou de um estudo experimental, que foi realizado no Laboratério de
Polimeros e Inovacdo em Materiais (LabPIM) do Departamento de Quimica Organica e
Inorganica da Universidade Federal do Ceard (UFC), bem como em laboratdrio parceiro:

Laboratério de Ligantes Asfalticos, localizado no Centro de Tecnologia da UFC.

4.2. Obten¢ao do material

O cogumelo Agaricus blazei foi obtido da companhia Blazei Murill® DEC Entreprises
Comercial Ltda (S3o Paulo). O uso dessa espécie foi registrado no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), protocolado sob
o numero de registro AC29F45. O HPMC foi obtido da Sigma-Aldrich (massa molar de 1261,4

g mol ™!, n° CAS 9004-65-3). Os demais reagentes que foram empregados sdo de grau analitico.

4.3. Técnicas utilizadas:

4.3.1. Isolamento dos polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei Murill

Os polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei foram isolados de acordo com a
metodologia proposta por Gonzaga et al. (2005) e resumida pela Figura 1. Pesou-se 10 g de
cogumelo seco e pulverizado em um béquer, sendo adicionado em seguida 200 mL de agua
destilada ao béquer. Essa suspensdo aquosa 5% m v™! foi aquecida a 100 °C por 5 horas. Apds
este periodo, a suspensdo foi filtrada a vacuo e o sobrenadante foi centrifugado (8000 rpm/10
min) para remoc¢ao do material insolivel. O sobrenadante foi filtrado e neutralizado (até pH =
7,0 a 25 °C) com uma solucio de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 mol L', onde foi adicionado
também cloreto de sodio (NaCl) em uma propor¢do de 1% m v! da solugdo para favorecer a

precipitacdo dos polissacarideos na etapa seguinte. Em seguida, os polissacarideos foram
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precipitados com o uso de etanol na propor¢do 1:5 (v v'!) (extrato/etanol) e o sistema foi
refrigerado a 8 °C overnight.

Depois de passado esse primeiro processo, os polissacarideos foram isolados do meio
precipitante por centrifugacao (8000 rpm/10 min), e foram lavados com etanol PA e acetona,
onde também foram clarificados com uma solugdo 1:1 (v v'!) de peréxido de hidrogénio 35% e
etanol PA por 15 horas a temperatura ambiente. Apds a etapa de clarificagao, foi realizada uma
segunda precipitagdo com etanol PA em uma proporg¢io de 1:4 (v v'!), a mistura foi centrifugada
a fim de obter o precipitado, que foi seco (40 °C por 2 horas) e posteriormente solubilizado em
um béquer com propor¢do de 1% m v! em 4gua destilada, sob agitacio e a 40 °C por 48 horas.
Por altimo, o material foi centrifugado (8000 rpm/15 min) e o precipitado descartado. A parte
soluvel foi congelada e liofilizada, onde foi posteriormente pesada para o calculo do rendimento

do processo extrativo.

Figura 1. Procedimento de extracdo dos polissacarideos totais do cogumelo Agaricus blazei

Murill.

0O sobrenadante foi:
1. Filtrado;
2. Neutralizado (NaOH 0,1 mol/L);

i
t

10 g de cogumelo seco e Essa suspensédo Suspenséo foi
pulverizado em um béquer, aquosa 5% (m/v) filtrada O sobrenadante foi 3. Nacl “%_miv_)’-
sendo adicionado em foi aquecida a 100 centrifugado (8000 4. 12 Precipitag&o (Etanol 1:5 v/v
seguida 200 mL de dgua °C por 5 horas. rpm/10 min) (extrawfeta_noln_;
destilada. 5. Sistema foi refrigerado (8°C -
overnight).

Foi solubilizado em
proporgao de 1% (m/v)
em agua destilada,
sob agitagdo a 40 °C O precipitado foi seco
por 48 horas. (40 °C por 2 horas) 0 sobrenadante foi:
1. Centrifugado;
O material foi 2. O precipitado foi lavado com

centrifugado. A parte e e — etanol PA e acetona;
soluvel foi == - - 3. Clarificado;
congelada e liofilizada. W £ W,_ 4. 28 Precipitagdo (Etanol 1:4 v/v

(extrato/etanol)).
Fonte: Autora
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4.3.2. Caracterizacgdo fisico-quimica:

4.3.2.1. Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de FT-IR dos componentes (Agaricus blazei Murill e HPMC) foram
obtidos a partir de um espectrometro Shimadzu IRTracer 100, usando pastilhas de KBr, numa
regido espectral entre 4000 e 500 cm™!, com resolugdo de 4 cm™! a partir de 64 varreduras. Ja
para os géis HA e HB 1,5% m m™! utilizou-se a Espectroscopia Infravermelho por ATR. Para a
analise das amostras foi utilizado um espectrometro de absor¢do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FT-IR VERTEX 70V), da marca Bruker a vacuo.

4.3.3. Preparo dos géis

Os géis foram preparados em frascos-ampola (10 mL), onde foi pesado cada constituinte
separadamente, de acordo com suas concentragdes em relagdo a massa de 1,5 g do sistema final.
Onde, o Agaricus blazei possui concentragio de 1% m m™!, o HPMC em suas concentragdes
variando de 1,5%, 2,0% ou 3% m m’!. Ainda, a 4gua destilada foi adicionada no processo de
pesagem, a fim de completar os 1,5 g do sistema final. Apds esse processo de pesagem, 0s
sistemas foram levados ao vortex por 5 minutos em agitacio moderada, sendo os géis
conservados em geladeira, visando melhor solubilizagdo dos constituintes e formagdo do gel.
Na Tabela 1, estdo descritos os géis que foram formulados e na Figura 2 encontram-se as

estruturas quimicas dos constituintes dos géis.



Tabela 1. Formulacao dos géis.

Gel (m m™')  Agaricus blazei (g)
HB 1,5% -
HA 1,5% 0,0150
HB 2% -
HA 2% 0,0150
HB 3% -
HA 3% 0,0150

HPMC (g)
0,0225
0,0225
0,0300
0,0300
0,0450
0,0450

H20u4 q.5.p (g)
1,4775
1,4625
1,4700
1,4550
1,4550
1,4400

Fonte: Autora
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Figura 2. Estrutura do polissacarideo do cogumelo em sua conformagao B-(1,6), bem como a

estrutura do HPMC, representando os constituintes e formula¢ao dos géis, bem como a sua

provavel/possivel aplicagdo para cicatrizag@o de feridas.
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4.3.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos géis liofilizados

A morfologia dos géis liofilizados foi observada por microscdpio eletronico do modelo
Quanta-450 FEG (FEI) a 10 kV. Esses materiais foram fixados em stubs e metalizados com
ouro, onde foram observadas suas superficies. As micrografias foram obtidas empregando
magnitudes de 500x, 1000x, 2000x e 4000x. Os tamanhos dos poros de diferentes géis foram
medidos utilizando o Software ImageJ® (NIH, Bethesda, MD, US).

4.3.3.2. Andlise reoldgica dos géis

O Reometro AR 2000 foi o instrumento utilizado para analise do comportamento dos
géis, utilizando a geometria de cone (40 mm, 1°0'47", cone de ago ¢ 27 pm de truncagem). O
ensaio de tensdo, para determinar o intervalo de viscoelasticidade linear, foi feito usando a
amostra HB 2%, em uma frequéncia de 1 Hz e a tensdo (%) variando de 0,100 a 100. Quanto
aos testes oscilatorios, foram feitos com uma tensao obtida no teste anterior. Esses testes
buscam quantificar o médulo de armazenamento (G’) - também chamado de mddulo elastico,
e o modulo de viscosidade/perda (G”), sendo que amostras com valores de G' > G" sdo
classificadas como soélido viscoeléstico (solido-/ike), enquanto que G" > G' indica um liquido
viscoelastico (liquido-/ike) (DE SOUSA et al., 2019). Para os testes de varredura de frequéncia,
foi utilizado o intervalo de 0,1 Hz a 100 Hz, com uma tensao a ser definida pelo teste de tensao
e uma temperatura de 37°C. O ensaio de tempo, foi realizado variando o tempo de 0 a 600
segundos, com uma tensdo a ser definida pelo teste de tensdo e uma temperatura de 37 °C. Ja
no que tange a varredura de temperatura, o intervalo usado foi de 37 °C a 40 °C, além dos
parametros ja citados anteriormente (CAMPELO et al., 2021).

Ainda, para o estudo de fluxo das amostras, a taxa de cisalhamento foi de 0,1000 s a
1000 s™!, e para complemento foi aplicada a lei da poténcia, exemplificada na Equagdo 1, onde
T ¢ a tensdo de cisalhamento (Pa), k € o indice de viscosidade (Pa.s), y € a taxa de cisalhamento
(s) e n é o indice de fluxo (sem dimensdo), a fim de observar o comportamento dos géis em

estudo (GONZAGA et al., 2014). Os parametros para o ensaio estdo descritos na Tabela 2.

T=ky™ (1)
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Tabela 2. Compilado dos parametros para a realizacdo dos ensaios reoldgicos.

Ensaios Parametros
Varredura de tensao Intervalo linear de viscoelasticidade a 1 Hz
Estudo de fluxo Taxa de cisalhamento: 0,1 — 1000 s™'; Frequéncia: 1 Hz; Tensdo: 10%
Varredura de frequéncia T: 37°C; Frequéncia: 0,1 Hz a 100 Hz; Tensao: 10%
Varredura de tempo T: 37°C; t: 0 a 600 s; Tensao: 10%
Varredura de temperatura T: 37°C a 40°C; Frequéncia: 1 Hz; Tensao: 10%

Fonte: Autora



29

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento da extra¢ao do cogumelo Agaricus blazei Murill

Pesou-se 10 g de cogumelo seco e pulverizado, obtendo-se um rendimento em torno de
11,6% de massa seca e aproximadamente 10% apos a solubilizagdo em agua destilada. O
rendimento médio das extragoes realizadas esta de acordo com o indicado na literatura cientifica
(GONZAGA et al., 2005). Além disso, o menor rendimento na extragdo apds solubilizagao ¢é
justificado pela maior solubilidade do polissacarideo em meio aquoso, o que acaba aumentando

as perdas de material, reduzindo o rendimento da extragdo (GONZAGA et al., 2014).

5.2. Espectroscopia de Absorc¢ao na Regiao do Infravermelho (FT-IR)

A caracterizagdo por FT-IR ¢é necessaria para a observagdo ¢ designacdo das bandas
caracteristicas dos materiais de estudo, bem como as mudangas que ocorrem em suas estruturas
quimicas. A Tabela 3, bem como a Figura 3 (a), apresentam as principais regides do espectro
para os polissacarideos do cogumelo. Foram identificadas bandas caracteristicas de glicosideos
e proteinas para o Agaricus blazei, bem como a presenca de p-glucana em 869 cm™, indicando
aregido fingerprint (GONZAGA et al.,2005; GONZAGA et al.,2014). A banda de estiramento
axial dos grupos hidroxila (O-H) presente em 3425 cm™ e do grupamento amina (NHz), no
mesmo numero de onda, essa Ultima esta sobreposta pela banda larga e forte referente aos
grupos hidroxila, ambos referentes as proteoglucanas do cogumelo. Em 2925 cm! se tem
estiramentos, simétricos e assimétricos, da ligacdo C-H dos grupos metileno (CAMPELO et al.,
2021). Em 1149 cm™!, observou-se um alongamento da ligagdo C-O-C, indicando a ligacio
glicosidica e, a presenca do carbono anomérico se di em 1077 cm™'. Ainda, a presenca de uma
fracdo proteica conjugada ao polissacarideo isolado de Agaricus blazei foi identificado nas
bandas presentes em 1651 cm™ e 1423 cm’, indicando grupamento carboxilato, do 4cido

carboxilico, e amida primadria, respectivamente (MENEZES et al., 2022).
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Tabela 3. Principais regides do espectro FTIR obtidas para os polissacarideos de Agaricus

blazei Murill e atribuigdes dos grupos funcionais associados.

Numero de onda (ecm™)  Grupo funcional

3425 v (O-H) e (N-H)
2925 v (C-H)
1647 Vas (COO")
1417 vs (COO)
1149 v (C-0-C)
1077 v (C1-H)
1028 v (C-0)

869 5 (C1—H)

Fonte: Adaptado de Campelo et al. (2021)

Para o polimero HPMC, a Tabela 4, bem como a Figura 3 (b), apresentam as principais
regides do espectro do mesmo. A forte banda em 3458 cm™ ¢é caracteristica de estiramentos
axiais de grupos hidroxilas (O-H) presentes no HPMC (SUMA & SANGAPPA, 2022). Em
2922 € 2836 cm! sdo atribuidos a vibragdo de grupos -CHa, assimétricos e simétricos, e alquilas
(C-H), ja entre 2120 e 2052 cm’!, se observa a presenca de grupos metilenos (CHj)
(SANDHYARANI et al., 2018; SUMA & SANGAPPA, 2022; ZONG et al., 2022). Em 1647
cm’!, o grupo metoxi (CH30) se faz presente, bem como grupos carbonilas (C=0)
(SANDHYARANI et al., 2018). Pode ser observado ligacdo C-H de vibragdao de grupos CH>
(ALI et al., 2022). Bandas de grupamentos C-O-C podem ser encontrados em numero de onda
de 1061 € 946 cm™! (ZONG et al., 2022). A regido entre as bandas de 850 cm™ e 1462 cm™ é
dita regido fingerprint para celulose (SUMA & SANGAPPA, 2022). Ainda, se observa grupos

funcionais de 4lcoois e carbonilas na banda de 1061 cm™ (ZONG et al., 2022).
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Tabela 4. Principais regides do espectro FTIR obtidas para o HPMC e atribui¢des dos grupos

funcionais associados.

Numero de onda (cm™)

Grupo funcional

Referéncia

3458
2922
2836
2120 —-2052
1647
1420
1373

1061

946
1462

v (O-H)
v (CHz) e (CH)

v (CH>)
v (CH3)

v (CH30) e vs (C=0)
v (CH>)
v (CH>)

v (C-0-0), (C-O-H)
e (C-0)

v (C-0-C)

v (CH>)

ZONG et al., 2022
ZONG et al., 2022
ZONG et al., 2022
SANDHYARANI et al., 2018
SANDHYARANI et al., 2018
ALl et al., 2022
ZONG et al., 2022

ZONG et al., 2022; ALl et al., 2022

ZONG et al.,2022; ALl et al., 2022
ZONG et al., 2022

Fonte: Autora

Ainda, para os géis, a Figura 4 apresenta as principais regides do espectro dos sistemas

HB 1,5% e HA 1,5% m m™'. As bandas referentes a HB 1,5% m m™! sio semelhantes ao espectro

do HPMC e isso se deve ao fato do principal componente da matriz ser o HPMC. O pico de
1647 cm! esta relacionado com a 4gua na regiio amorfa (CARVALHO, RABELO &
HUBINGER, 2022). Koneru, Dharmalingam e Anandalakshmi (2020) observaram um pico

amplo entre 1200 cm™ e 1000 cm™ correspondente a vibracdo do anel de acgucar dos

polissacarideos do cogumelo. Ja para o HA 1,5% m m’, onde se tem a adi¢do dos

polissacarideos do cogumelo 4. blazei, ¢ possivel ver um alargamento da banda das O-H, porém

com uma redugdo do pico da mesma podendo ser um indicativo de maior interagdo

intermolecular das hidroxilas do HPMC com as dos polissacarideos (MORAIS, 2022).
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Figura 3. Espectro infravermelho dos polissacarideos do cogumelo (a) e do HPMC (b), em

pastilha de KBr.
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Figura 4. Espectro infravermelho dos géis liofilizados HB 1,5% ¢ HA 1,5% m m™' em ATR.
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5.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos géis liofilizados

A partir da analise das micrografias, se pode observar diferengas substanciais na
morfologia da superficie e na microestrutura dos géis. O gel formado apenas por HPMC e agua
destilada (HB), apresenta uma superficie mais irregular e aspera, sem muitos poros (KHANUM
etal.,2018).J4, ao comparar com o gel que contém os polissacarideos do Agaricus blazei (HA),
pode-se observar um aumento da porosidade do material, sendo suas redes porosas homogéneas
(YANG et al., 2022). Isso acaba por facilitar a acomodagdo de ativos bioldgicos, por exemplo
(KHANUM et al., 2018). As Figuras 5 e 6 descrevem as micrografias de HB 1,5% e HA 1,5%
m m’!, respectivamente.

Ainda, a Area Média dos Poros (AMP) ¢ as Propor¢des de Distribuigdo dos Poros (PDP)
dos géis HA e HB 1,5% m m™! foram calculadas usando o software ImageJ®, e estio descritas

na Tabela 5.

Tabela 5. Area Média dos Poros (AMP) e Proporgdes de Distribuigdo dos Poros (PDP) dos géis

HA e HB 1,5%. Desvio padrao e ver significancia

Gel (m m™) AMP (um?) PDP (%)
HB 1,5% 5,343 29,772
HA 1,5% 0,053 65,339

Fonte: Autora

HB 1,5% ¢ HA 1,5% m m! apresentaram AMP de 5,343 ¢ 0,053 pmz, respectivamente.
Enquanto HA apresentou poros menores, mas em uma maior quantidade e heterogéneos, HB
apresentou poros de area maior, mas com uma menor quantidade, bem como distribuicdo dos
mesmos (ZHANG et al.,2019; FAVACHO et al., 2020). Esses poros pequenos, mas em grande
quantidade, presentes na superficie do Gel, influenciam positivamente no intumescimento,

transporte e liberacao do farmaco (KHANUM et al., 2018; HANIF et al., 2022).
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Figura 5. MEV do gel HB 1,5% m m™ nas magnitudes de 500x (a), 1000x (b), 2000x (c) e
4000x (d).

Fonte: Autora

Figura 6. MEV do gel HA 1,5% m m™' nas magnitudes de 500x (a), 1000x (b), 2000x (c) e
4000x (d).

Fonte: Autora
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5.4. Analise reologica dos géis

5.4.1. Varredura de tensdao

A figura 7 demonstra o grafico referente a analise de varredura de tensdo. A amostra
escolhida para esse ensaio foi a HB 2% m m™!, por ser o veiculo em comum e por ser a
concentragdo de viscosidade aparente intermediaria em relagdo a todas as amostras de gel.
Dessa forma, pode ser observado no grafico que a regido viscoeldstica ocorreu em uma tensao
de cisalhamento em torno de 10%, ou seja, quando os mddulos de armazenamento (G’) e de
perda (G”) se encontram, ocorrendo o cruzamento dos mesmos, observando uma regido em que
ambos sdo estaveis. Esse resultado ¢ importante para a realizacdo dos demais ensaios
oscilatorios, principalmente por ser a deformag¢ao maxima que as amostras de géis podem sofrer
sem alteracdo permanente de suas estruturas (DE SOUSA et al., 2019). Wang e colaboradores

(2022) dataram que a regido viscoelastica linear do HPMC foi entre 0,01 a 40% de tensdo de

cisalhamento, enquadrando-se assim, os géis desse estudo (WANG et al., 2022).

Figura 7. Andlise de varredura de tensdo. HB 2% representa a amostra intermedidria de

concentracdo de HPMC, sendo esse polimero presente nas demais formulagdes de gel.
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5.4.2. Estudo de fluxo

A Figura 8 indica a reologia de estado de fluxo para todas os géis, onde a viscosidade
aparente de cada amostra diminui com o aumento da taxa de cisalhamento, caracterizando um
comportamento pseudoplastico dos géis (DA SILVA et al., 2020). Isso ocorre pois com 0
aumento da taxa de cisalhamento, a estrutura de emaranhado entre as moléculas ¢ quebrada e
ndo consegue recombinar-se no curto periodo de tempo do ensaio (SUN et al., 2018). As
interacdes intermoleculares foram interrompidas ¢ os emaranhados entre as cadeias de
polimeros enfraqueceram, levando assim a reducdao da resisténcia molecular ao fluxo,
ocasionando a reducdo da viscosidade das amostras (WANG et al., 2018). O aumento inicial
da viscosidade aparente observada para os géis HA (1,5%; 2%; 3% m m!), decorre da presenca
dos polissacarideos do Agaricus blazei. Gonzaga et al. (2014) avaliou as propriedades
reoldgicas de fluxo do polissacarideo Agaricus blazei na mesma concentragdo usada nesse
estudo (1% m m™), observando que em altas taxas de cisalhamento as solug¢des aquosas com o
polissacarideo apresentam um comportamento newtoniano, porém, com taxas de cisalhamento
baixas, houve um comportamento de fluxo ndo newtoniano, tipo pseudopléastico (GONZAGA
et al., 2014). Dessa forma, ao visualizar os géis HA, que compreendem todos os componentes,
como a matriz principal dos mesmos ¢ composta por HPMC — o agente gelificante da
formula¢io dos géis -, além de estar em maior concentragdo (m m™), quando comparado ao
Agaricus blazei, determina o comportamento pseudoplédstico dos materiais como um todo

(CAMPELO et al., 2020).

Figura 8. Analise de estado de fluxo para os géis HB e HA (1,5%, 2% e 3% m m™).
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A tabela 6 demonstra a relagdo entre a viscosidade aparente e a taxa de cisalhamento
determinada pelo modelo da lei da poténcia. Assim, foram observados valores de n < 1 para
todos os géis, confirmando que os sistemas apresentaram comportamento nao newtoniano do
tipo pseudoplastico (DA SILVA et al., 2020) e valores de indice de fluxo baixos podem sugerir
Gel mais estruturado (CARVALHO, RABELO & HUBINGER, 2022). Ainda, uma reducao
dos valores de k para os géis com o polissacarideo do cogumelo, mas um aumento dessa variavel
¢ observado com o aumento da concentragdo do HPMC, logo, pode-se inferir que o polimero
semissintético contribuiu para o aumento do indice de viscosidade aparente do material, logo
os sistemas t€m propriedades viscoelésticas, onde valores maiores também estdo relacionados
com uma rede mais fortemente estruturada do gel (CARVALHO, RABELO & HUBINGER,
2022). Chen (2007) em seu estudo, verificou que concentracdes de HPMC menores que 5% m
vl apresentaram comportamento de um material pseudoplastico; ja para concentragdes maiores
que 5%, o comportamento observado foi de um fluido pseudoplastico de Bingham (CHEN,
2007). Os resultados desse estudo estdo, até certo ponto, proximos de Igbal e colaboradores
(2022), pelo fato de se tratar de fluidos psudoplasticos, porém os indices de fluxo encontrados
por Igbal et al. (2022) estdo mais proximos de 1 quando comparados aos do presente estudo.
Dessa forma, quanto maior o desvio de n de 1, mais forte o comportamento pseudopléstico do

material (WANG et al., 2021).

Tabela 6. Avaliagdao das propriedades reologicas dos géis frente a lei da poténcia, onde, T ¢ a
tensdo de cisalhamento (Pa), k ¢ o indice de viscosidade (Pa.s), y é a taxa de cisalhamento (s™)

e n ¢ o indice de fluxo (sem dimensao).

Gel (m m™) T (Pa) k (Pa.s") R? n
HB 1,5% 128,9260 3,4177 0,9584 0,4705
HA 1,5% 92,1852 2,8059 0,9484 0,5647

HB 2% 366,1322 5,0389 0,9575 0,4099
HA 2% 184,2257 4,0379 0,9375 0,4687
HB 3% 420,6933 5,1601 0,9587 0,3949
HA 3% 338,4641 4,7986 0,9136 0,4013

Fonte: Autora
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5.4.3. Varredura de frequéncia

Esse ensaio foi realizado em um intervalo de frequéncia de 0,1 Hz a 100 Hz, onde
manteve-se fixa a temperatura (37 °C) e tensdo de cisalhamento de 10%. Os géis de HPMC
(HB 1,5%, 2% e 3%) apresentaram comportamento liquido-/ike (G” > G’) no inicio da anélise,
até o surgimento do fendmeno de crossover, que ocorre quando ha uma inversdo de fases
(dispersao de particulas coloidais para gel), logo, um gel que tinha um comportamento
predominantemente fluido em frequéncias menores, passa a ter um comportamento mais rigido
em frequéncias maiores, indicando assim a transicado de um material fluido para o seu estado
em gel. No ponto em que ocorre a transi¢do sol-gel, as curvas que correspondem aos modulos
G’ e G’ tornam-se quase paralelas e ¢ possivel observar, em frequéncia, um comportamento
de lei de poténcia. Acima desta transi¢do de comportamento, o mddulo eléstico (G’) torna-se
superior ao modulo viscoso (G”’) (PEREIRA, 2010). No gel de HB 1,5%, quando comparado
aos de maiores concentragdes (2% e 3%), esse movimento de transicdo ocorreu em frequéncias
maiores, em um intervalo de frequéncia entre 2 ¢ 4 Hz. No entanto, para os géis de HB 2% e
3%, esse fendmeno ocorreu em frequéncias menores que 1 Hz, em escala logaritmica, como ¢
mostrado na Figura 9, passando assim, a ter um comportamento reoldgico sélido-/ike (G’ > G”),
onde a maior concentragdao do polimero influenciou diretamente para um estado mais rigido do
gel.

No entanto, ao adicionar os polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei Murill,
percebeu-se um comportamento mais liquido-like (G” > G’), onde o crossover foi observado
em frequéncias maiores, quando comparado aos géis de HB. Isso ocorre quando o material €
submetido a frequéncias maiores, logo, a estrutura polimérica do material tende a quebrar,
estando mais relacionado com a ruptura da estrutura eldstica do material (G") do que ao mddulo
viscoso (G”) (CARVALHO, RABELO & HUBINGER, 2022). Dessa forma, observou-se que,
de acordo com o aumento da concentragdo do HPMC, a transi¢ao sol-gel ocorreu de forma mais
rapida e em menores frequéncias. Observando a Figura 9, o gel de HA 1,5% iniciou seu estado
de transicdo em um intervalo de frequéncia de 4 a 9 Hz; ja para o HA de 2%, o intervalo foi de
2 a 4 Hz; e para o de 3%, foi de 0,6 a 1 Hz, comprovando a influéncia do polimero no
comportamento do gel. Esse comportamento viscoelastico ¢ interessante em sistemas
farmacéuticos, pois confere as formulacdes melhores propriedades de aplicacdo e retengao no

local desejado, contribuindo para sua eficécia terapéutica (DA SILVA et al., 2020). Na Tabela



39

7 encontram-se os valores de frequéncia (Hz) em que ocorreram as transi¢gdes sol-gel para cada

gel.

Tabela 7. Valores de frequéncia (Hz) em que ocorreram as transi¢des sol-gel dos géis HA e HB

(1,5%, 2% e 3% m m™).

Gel (m m?) Hz (sol-gel)
HB 1,5% 3
HA 1,5% 7
HB 2% 0,6
HA 2% 3
HB 3% 0,8
HA 3% 1

Fonte: Autora

Assim, os polissacarideos do ABM diminuem as interagdes intermoleculares que
existem na propria rede do HPMC, que ¢ formado no processo de gelificagdo, e por isso o deixa
mais fluido, pois 0 mesmo ndo tem a caracteristica de ser formador de gel. Essa baixa
viscosidade, ja foi datada por Gonzaga e colaboradores (2014), onde esse mecanismo se deve
a presenga de ions associados aos polissacarideos do ABM, levando a uma reducdo de sua
viscosidade em meio aquoso, favorecendo o desdobramento da cadeia de polimeros
(CAMPELO et al., 2021). Logo, as formula¢des de HA 1,5% e HB 1,5% m m™' s3o mais
interessantes para posteriores estudos in vivo em camundongos, visto que Martins e
colaboradores ja descreveram concentragao de 1,25% de HPMC com mecanismo mucoaderente
importante para aplicagdo em gengiva de camundongos para tratamento de periodontite. Ainda,
essa concentracao foi capaz de promover uma liberagdo lenta do ativo S-nitrosoglutationa
(GSNO), e essa menor concentracio de HPMC utilizada foi escolhida para facilitar a
aplicabilidade, espalhabilidade e mucoaderéncia sobre o tecido lesado, visando minimizar
qualquer processo inflamatorio que possa ser causada pelo uso topico de um gel duro
(MARTINS et al., 2016). Isso que leva a teorizar que os géis de 1,5% desse estudo sejam as
melhores op¢des para estudos de liberacao de ativos em célula de Franz, bem como testes in

vivo em modelo de cicatrizagdo, observando como o ativo (polissacarideos do ABM) se
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comporta no processo de inflamacao da ferida topica, e como o HPMC influencia na liberagao

do ativo, bem como na viscosidade e mucoaderéncia no local desejado.

Figura 9. Anélise de varredura de frequéncia para os géis HB e HA (1,5%, 2% € 3% m m™").
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5.4.4. Varredura de tempo

A figura 10 mostra o grafico de viscosidade versus tempo para os géis de estudo. Para
todas as amostras, a viscosidade se manteve estavel com o tempo variando de 0 a 600s. Porém,
o padrao de viscosidade ¢ diferente para os sistemas, onde, para os géis HB, percebeu-se,
principalmente para as maiores concentracdes, que os géis 2% e 3% possuem um
comportamento mais elastico, visto que G’ > G”, demonstrando que o seu carater mais rigido ¢
mantido estavel no intervalo de tempo estudado (JIANG, YU & MENG, 2022). Ja quando se
observa o comportamento dos géis HA, o polissacarideo do cogumelo influenciou na redugao
da viscosidade dos sistemas, onde, pdde-se perceber a influéncia direta da concentragdo do
HPMC, visto que o gel HA 3% foi o inico que apresentou um comportamento sélido-/ike

(WANG et al., 2021).
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Figura 10. Anélise de varredura de tempo para os géis HB e HA (1,5%, 2% e 3% m m™).
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Fonte: Autora

5.4.5. Varredura de temperatura

Os moédulos G’ e G” dos géis foram observados em intervalos de temperatura de 37 a
40 °C e encontram-se na Figura 11, onde todos se mostraram estaveis em temperatura ambiente
e similar ao corpo humano. Os géis HB nas concentra¢des de 2% e 3% m m™' demonstraram
comportamento solido-like, por demonstrarem numericamente valores maiores de G’ em
comparagdo ao G”. Isso se deve, provavelmente, por nesse intervalo de temperatura ocorrer
uma maior interacdo entre as cadeias do polimero, possibilitadas pela associagdo hidrofobica
de grupos metila presentes na molécula (YANG et al., 2022). O tnico que demonstrou
comportamento liquido-like, foi o0 HB 1,5% m m™!, porém, ao adicionar o polissacarideo do
cogumelo Agaricus blazei (HA 1,5% m m''), apresentou maior valor de G’, demonstrando seu
carater mais rigido e ao mesmo tempo estavel, para uma possivel formulagdo de aplicagdo
topica, bem como visando, também, estar estavel a condi¢des de armazenamento do gel. Ainda,
o fato de os mddulos das amostras ndo mudarem nesse range de temperatura (G’ > G”), indica
sua estabilidade térmica nesse intervalo de temperatura estudado (MENG, et al., 2018). De
maneira geral, os géis HA 2% e 3%, apresentaram comportamentos diferentes de HB 2% e 3%
m m’!, onde o HA 3% apresentou valores proximos de G’ e G”, demonstrando seu caréter

viscoelastico. Esse efeito observado com a presenca das B-glucanas do cogumelo Agaricus
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blazei Murill, pode ser explicado pelo desenvolvimento das zonas de junc¢do, favorecendo uma
estrutura tridimensional mais forte do gel, levando a uma maior resisténcia e estabilidade do
processo gelificante, estando esse mecanismo atrelado ao peso molecular, bem como a
concentragdo da B-glucana (DANGI, YADAV & YADAV, 2020). Dessa forma, as interagdes
hidrofébicas e o emaranhamento fisico e quimico entre as moléculas do cogumelo na estrutura
do gel, contribuem para essa diferenca entre os comportamentos dos sistemas com e sem

polissacarideo (KURT & GENCCELEP, 2018).

Figura 11. Anélise de varredura de temperatura para os géis HB e HA (1,5%, 2% ¢ 3% m m’

1).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se bandas caracteristicas para cada constituinte estudado nas analises de FT-
IR. Ja parao MEV do gel, observou-se que os que contém os polissacarideos do Agaricus blazei
contribuiram no aumento da porosidade do material, o que pode facilitar a acomodagao e
liberagdo de ativos. Quanto as analises reoldgicas, foi demonstrado que os géis possuem
comportamento pseudopléstico, sendo esse um tipo de fluxo interessante para formulagdes
farmacéuticas tdpicas, visto que proporciona melhor retencdo do gel na pele. Ainda,
demonstraram caracteristica de gel estruturado, tendo em vista que a relagdo entre os modulos
viscoso (G”) e de armazenamento (G’) foi de G’ > G”, onde a maior concentragdo do polimero
HPMC influenciou diretamente para um estado mais rigido do gel e percebeu-se a importancia
dos polissacarideos do cogumelo para um comportamento mais viscoelastico (G” > G’) de todos

os sistemas finais. Dessa forma, os géis HB e HA 1,5% m m'!

sao possiveis formulacdes de
escolha para os posteriores ensaios, visto que ¢ a menor concentragdo em que se consegue
provavel mucoaderéncia, além de ser mais facilmente espalhdvel para o uso topico, por ser

viscoelastico, podendo permitir mais facilmente a passagem do ativo.

7. LIMITACOES DO ESTUDO

Algumas limita¢des cercam esse estudo, pois 0 mesmo se trata de uma triagem para
posterior desenvolvimento e aplicacdo em ensaios mais complexos. Como as formulagdes se
tratam de uma aplicagdo topica, seria interessante ensaios de célula de Franz para determinagao
da permeacao cutanea dos ativos; ainda, ensaios de prateleira, para a observa¢do de como se
comportam em temperatura ambiente em grandes intervalos de tempo; bem como ensaios de
caracterizacdo fisico-quimica, visando escolha dos melhores géis para aplicacdo de ensaio in

Vivo em animais.
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