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RESUMO

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados baseados em polissacarideos
naturais a partir da complexacado polieletrolitica (CP) constitui uma estratégia
racional para a liberacdo colon-especifica de farmacos. Neste trabalho, foram
obtidas nanoparticulas (NPs) baseadas em goma gelana (GG) e quitosana (QS),
contendo o antibidtico polimixina B (PB). Inicialmente, foram avaliadas as melhores
propor¢des poliméricas e a influéncia da ordem de adi¢gao dos polimeros (GG e QS)
para obtencdo das NPs. Os sistemas formados apresentaram elevados valores de
potencial zeta (PZ) (entre 24,37 mV — 41,23 mV), indicando sua estabilidade fisica.
Foi verificado que a adi¢gdo da GG a dispersao de QS levou a formacéo de particulas
menores (entre 575,30 nm — 974,60 nm), enquanto que a adigdo de QS a disperséo
de GG formou particulas maiores (entre 1.762,33 nm — 27.673,33 nm). Dessa
maneira, foram selecionadas para incorporacdo da PB as amostras obtidas com a
adicado de GG a dispersao de QS. Apds a incorporagédo da PB, as NPs apresentaram
didmetro médio na faixa de 471,25 nm — 1.255,85 nm e valores positivos de PZ
(entre 35,14 mV — 38,93 mV). A analise por meio da espectroscopia de absorgcédo na
regidao do infravermelho (V) evidenciou a formagao de NPs, através das possiveis
interagdes entre os grupos funcionais -OH, -COOH e -NH; dos polieletrélitos. As
caracteristicas estruturais dos sistemas foram avaliadas por DRX e os dados
indicaram a formacdo de estruturas mais organizadas e com maior grau de
cristalinidade. A analise por microscopia eletrénica de varredura de alta resolugao
(MEV-FEG) evidenciou a formacgao de particulas em escala nanométrica, com
formas regulares, esféricas e de superficie aparentemente lisa. A capacidade
mucoadesiva dos sistemas foi demostrada por meio de ensaio de mucoadesao ex
vivo, indicando sua capacidade de permanecer em um maior intervalo de tempo em

contato com a mucosa intestinal.

Palavras-chave: Complexacdo polieletrolitica, nanoparticulas poliméricas,

mucoadesao, colon-especifico.



ABSTRACT

The development of nanostructured systems based on natural polysaccharides from
polyelectrolyte complexation (PC) is a rational strategy for the colon-specific drug
release. In this work, nanoparticles (NPs) based on the gellan gum (GG) and
chitosan (QS), containing the antibiotic polymyxin B (PB) were obtained. Initially, the
best polymer ratios and the influence of the order addition of the polymers (GG and
QS) to obtain the NPs were evaluated. The formed systems showed high values of
zeta potential (ZP) (between 24.37 mV - 41.23 mV), indicating their physical stability.
It was found the GG addition to the QS dispersion led to the formation of smaller
particles (between 575.30 nm - 974.60 nm), whereas the addition of QS to the GG
dispersion formed larger particles (between 1,762.33 nm - 27,673.33 nm). In this
way, were selected for incorporation of PB the samples obtained with the addition of
GG to the dispersion of QS. After incorporation, the NPs presented mean diameter in
the range of 471,25 nm - 1,255,85 nm and positive values of PZ (between 35,14 mV
- 38,93 mV). The analysis by infrared spectroscopy (IR) evidenced the formation of
NPs through the possible interactions between the functional groups -OH, -COOH
and -NH2 of the polyelectrolytes. The structural characteristics of systems was
evaluated by X-ray diffraction (XRD) in the data indicated the formation of more
organized structures with a higher degree of crystallinity. The high resolution
scanning electron microscopy (SEM) analysis revealed the existence of nanometric
scale particles, with regular, spherical and apparently smooth surfaces. The
mucoadhesive capacity of the systems was demonstrated by ex vivo mucoadhesion
assay, demonstrating the ability of the system to remain longer in contact with the

intestinal mucosa.

Keywords: Polyelectrolyte complex, polymer nanoparticles, mucoadhesion, colon-

specific.
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1. INTRODUGAO

Sistemas para liberacao sitio especffica de farmacos tem sido um importante
objeto de pesquisa, uma vez que oferecem inumeras vantagens em relagdo aos
sistemas convencionais, como capacidade de manter os niveis plasmaticos, de
maximizar a resposta terapéutica e minimizar os efeitos adversos, além de
possibilitar a redugdo na frequéncia de administracdo e, consequentemente,
melhorar a adesdo do paciente ao tratamento (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007;
FREIRE, 2006; LYRA et al., 2007).

Caracteristicas particulares do célon como a elevada capacidade de absorcéo,
pH mais préximo da neutralidade, tempo de transito prolongado e atividade
enzimatica reduzida, fazem desse 6rgdo um ambiente interessante para vetorizagao
de farmacos, quer de acao local ou sistémica (CHOURASIA; JAIN, 2003; LIU et al.,
2003; SINHA; KUMRIA, 2003).

Sistemas nanoestruturados podem oferecer inUmeras vantagens em relagao a
vetorizacao de farmacos. Seu reduzido tamanho pode contribuir para a protegcado do
farmaco contra a degradacao enzimatica, permitir o controle das taxas de liberagao
do farmaco, possibilitar o prolongamento do tempo de residéncia do farmaco no local
de acao/absorgcdo, contribuindo para o gradiente de concentracdo local e,
consequentemente, melhorando a eficacia da terapia (HUA et al., 2015). Além disso,
esses sistemas tém sido muito explorados para a liberagcdo de farmacos,
principalmente aqueles que apresentam problemas de estabilidade, solubilidade,
biodisponibilidade e/ou permeabilidade nas por¢cdes superiores do ftrato
gastrointestinal (TGI) (FREIRE et al., 2006).

O uso de polissacarideos naturais, bem como suas misturas para a obtencao
de sistemas nanoestruturados, visando a liberagdo coélon-especifica de farmacos,
tem sido alvo de estudos em nosso grupo de pesquisa. Esses materiais oferecem
uma série de vantagens, como baixa toxicidade e, principalmente, a possibilidade de
serem obtidos em abundancia a partir de fontes renovaveis. Além disso, suas
propriedades podem ser moduladas de acordo com as necessidades especificas
(ALVAREZ-LORENZO et al., 2013; BHARDWAJ et al., 2000; KULKARNI et al., 2011;
SINHA; KUMRIA, 2001).

A goma gelana (GG) é um polissacarideo natural anidbnico amplamente

utilizado no desenvolvimento de sistemas cdolon-especificos de farmacos
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(AGNIHOTRI; JAWALKAR; AMINABHAVI, 2006; BABU et al., 2010; NARKAR;
SHER; PAWAR, 2010; PATIL etal., 2006; PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014;
RAJINIKANTH; MISHRA, 2007). Suas reconhecidas propriedades mucoadesivas
agregam importantes vantagens aos sistemas, pois sao capazes de interagir com a
mucina, presente no muco, e estabelecer um contato mais intimo com a membrana
mucosa (LEE; PARK; ROBINSON, 2000; NARKAR; SHER; PAWAR, 2010;
SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005). Além disso, a GG €& um
material seletivamente degradado pelas enzimas produzidas pela microbiota
colénica.

A quitosana (QS) €& um polissacarideo catibnico que possui ampla
aplicabilidade na area de liberagdo de farmacos e sua obtengdo se da a partir da
reagdo de desacetilagdo parcial do polimero natural (quitina) extraido de
exoesqueleto de crustaceos e insetos. Facilmente dissolvida em solugdes de acidos
fracos diluidos, como acido acético, devido a protonagdo dos grupos aminos, a QS
possui propriedades fisico-quimicas importantes, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade, capacidade mucoadesiva e permeabilidade.
Além disso, a elevada densidade de carga positiva da QS confere ao polimero uma
boa capacidade mucoadesiva, pois permite que ela interaja com grupos carregados
negativamente presentes no muco (AMIDI etal., 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

As caracteristicas acima citadas fazem desses polimeros materiais
interessantes e promissores no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
destinados a liberacdo de farmacos. Além disso, as propriedades mucoadesivas que
esses materiais apresentam podem agregar importantes vantagens aos sistemas de
liberagdo controlada de farmacos, pois sdo capazes de prolongar o tempo de
residéncia e estabelecer um contato mais intimo com a membrana mucosa e, assim,
melhorar a permeabilidade e absor¢do do farmaco (CARDOSO, 2014;
HAGERSTROM, 2003; HAGESAETHER; HIORTH; SANDE, 2009; NARKAR; SHER;
PAWAR, 2010).

A polimixina B (PB), um antibiético polipeptidico catiénico, € bastante
conhecido por sua potencial atividade bactericida contra bactérias gram-negativas.
Seu mecanismo de acgao € caracterizado pelo aumento da permeabilidade na
membrana da bactéria quando, através de interagdes eletrostaticas, estabelecem
ligacbes com as moléculas de lipopolissacarideos anidnicos presentes nessa

membrana celular. Ao estabelecer essa interagdo, a PB promove uma perturbacao
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da membrana deslocando os ions (estabilizadores da membrana), o que,
consequentemente, leva a perda do conteudo interno da célula, desencadeando a
morte celular (KWA et al., 2008). A sua elevada solubilidade em agua, bem como
sua reconhecida toxicidade, fazem desse farmaco potencial candidato para ser
veiculado em sistemas de liberagao oral de farmacos, uma vez que muitos efeitos
colaterais indesejaveis podem ser evitados. Assim, neste estudo a PB foi utilizada

como farmaco modelo a ser incorporado nos nanosistemas a base de GG e QS.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Ocodlon

O célon (Figura 1), ou intestino grosso, € dividido em ceco (regido que se une
ao intestino delgado, no qual se localiza o apéndice vermiforme), célon ascendente
(localizado na regido inferior e a direita do abdémen, que ascende em dire¢cdo ao
figado), célon transverso (ao lado direito do abdémen e que se estende até o lado
esquerdo, em diregdo ao bago), célon descendente (por¢gdo que se posiciona ao
lado esquerdo do abddédmen no sentido descendente) e célon sigmoide (ligado ao

reto e com formato de um “S”) (FADDA; BASIT, 2005; RUSSO; TURNER, 2004).

Figura 1 — Anatomia do célon.

Colon Transverso

Colon Ascendente —— s

Ceco

Fonte: Adaptado de NETTER, Frank H.. Atlas de Anatomia Humana. 2ed. Porto Alegre:
Artmed, 2000 e do site Johns Hopkins Medicine — Gastroenterology & Hepatology. Acessado em:
10/08/2017.
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O colon possui pH na faixa de 6-7, cerca de 1,5 metros de comprimento, 6,5
centimetros de didametro (FREIRE et al., 2006) e sua parede é constituida por quatro
camadas: serosa, muscular, submucosa e mucosa, sendo essa ultima formada por
um epitélio cilindrico simples, que possui criptas contendo células caliciformes e
enterdcitos, capazes de realizar o processo de absor¢gdo de liquidos (RUSSO;
TURNER, 2004; FREIRE et al., 2006) e a secre¢ao de muco (PEDREIRO, 2015).

O muco é uma camada de gel viscoelastica composta por agua (95%), lipideos,
sais inorganicos e glicoproteinas, que reveste a mucosa do colon e garante sua
protecao e lubrificagdo. A principal glicoproteina do muco é a mucina, negativamente
carregada devido as terminagdes de acido sialico, acido sulfénico ou L-frutose de
suas cadeias laterais (GANDHI e ROBINSON, 1994; KHANVILKAR et al., 2001;
PEREZVILAR e HILL, 2004; SALAMAT-MILLER et al., 2005). A espessura do muco
pode aumentar ou diminuir sob a agdo de dietas e determinadas patologias
intestinais. Além disso, parte do muco é constantemente removida devido a
passagem do bolo fecal (CARVALHO etal., 2014; PEDREIRO, 2015).

A microbiota do coélon é composta de 400 a 1000 espécies diferentes de
bactérias, sendo a maioria anaerdbica estrita, responsaveis pela producdo de
diversas enzimas com atividades redutoras e hidroliticas, envolvidas nos processos
de fermentagdo de polissacarideos e proteinas. As fungdes realizadas pelo colon
compreendem a absor¢ao de agua, nutrientes e eletrdlitos, secregdo de muco para
lubrificag@o, protecdo da parede intestinal e a formagao do bolo fecal (BASIT, 2005;
BEDANI & ROSS|, 2009; FREIRE et al., 2006).

O tempo de transito no colon é de cerca de 22-36 horas, podendo aumentar ou
diminuir dependendo de varios fatores como dietas ricas em fibras, stress,
determinados medicamentos, o género dos individuos e presenca de certas
patologias (FREIRE et al., 2006).

Por apresentar um maior tempo de transito, pH aproximadamente neutro e
menor atividade enzimatica, o colon demonstra ser um 6rgao muito interessante
para absorgcao de farmacos, ja que permite o maior tempo de residéncia do farmaco
em um ambiente menos agressivo, melhorando a absor¢do e, consequentemente,
sua eficacia (FREIRE et al., 2006; FRIEND, 2005).

2.2 Sistemas de liberagao célon-especifica
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O principal propésito dos sistemas de vetorizagdo de farmacos é restringir a
presenca do farmaco apenas no 6rgao ou tecido alvo, podendo também controlar a
quantidade e/ou a velocidade de liberacido desse farmaco no local. Assim, esses
sistemas sao capazes de minimizar a ocorréncia de efeitos colaterais locais, além de
promover a liberagdo seletiva do farmaco, diminuindo o surgimento de efeitos
adversos (LYRA et al.,, 2007; SANTUS & BAKER, 2003; TORCHILIN, 2000;
VILLANOVA etal., 2010).

Visto que o desafio de vetorizar farmacos para a regido do colon € grande, o
sucesso na obtencdo de sistemas célon-especificos baseia-se na capacidade de
proteger o farmaco contra a degradagdo nas porg¢des superiores do TGl, seja pelo
ambiente acido do estdmago e/ou por acdo de enzimas digestivas, ja que tal
situacdo poderia resultar na baixa biodisponibilidade e distribuicdo do farmaco para
os 6rgaos vizinhos, contribuindo para o aparecimento de efeitos adversos (BASIT,
2005; PINTO, 2010; HUNTER et al., 2012; GAMBOA & LEONG, 2013).

Assim, sistemas nanoestruturados a base de polimeros biodegradaveis
mucoadesivos, como GG e QS, representam uma importante ferramenta tecnoldgica
para se alcangar a liberacao cdlon-especifica de farmacos, além de agregar

importantes vantagens biofarmacéuticas e farmacocinéticas quando comparadas
aos sistemas convencionais.

2.3 Nanoparticulas poliméricas (NPs) e a complexagao polieletrolitica
(CP)

As NPs sao sistemas carreadores de farmacos cujo o didmetro € inferior a
1 um e que podem ser desenvolvidos utilizando-se polimeros sintéticos ou naturais,
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Podem ser divididos em nanocapsulas e nanoesferas,
sendo as nanocapsulas sistemas reservatorios constituidos por um nucleo oleoso e
um revestimento polimérico, enquanto as nanoesferas sado sistemas matriciais
constituidas por uma matriz polimérica. Em ambos, o farmaco pode estar dissolvido
ou disperso no interior ou na matriz polimérica, ou ainda adsorvido a superficie da
sua estrutura (SCHAFFAZICK et al., 2003; WU et al., 2008).

No cdlon, as reduzidas dimensdes dos nanocarreadores contribuem para uma

melhor difusdo através do muco, permitindo uma maior absor¢cao do farmaco pelo
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epitélio do intestino e, consequentemente, melhorando a biodisponibilidade
(KUMARI et al., 2010).

Atualmente, existem varios métodos para obtengdao de NPs, no entanto, cada
um deles influencia diretamente em caracteristicas como tamanho, forma,
biocompatibilidade e toxicidade (MANMODE et al., 2009). Dentre as técnicas
empregadas para obtencdo de NPs esta a CP, uma técnica bastante utilizada devido
a rapidez para execugao, possibilidade de ser realizada em temperatura ambiente e
sob agitacdo moderada, além de ser capaz de minimizar danos ao farmaco, pois nao
requer condicbes agressivas durante a obtengdo dos sistemas (LANKALAPALLI &
KOLAPALLI, 2009; MAKHLOF et al., 2011).

A CP baseia-se na complexagao entre polieletrélitos de cargas opostas (Figura
2), presentes em meio aquoso, devido a existéncia de interagdes eletrostaticas. Tais
interagdes podem também ocorrer a partir de interagdes hidrofébicas, for¢cas de van
der Waals e ligagbes de hidrogénio (LEE etal., 1997; MAKHLOF et al., 2011).

Figura 2 - Representagado esquematica do processo de complexagao polieletrolitica.

Polication Polianion

Complexo Polieletrolitico

Fonte: Adaptado de A. D. KULKARNI et al., 2016.

Durante a realizagao da CP, é de fundamental importancia determinar o pH do
meio em que se pretende obter os sistemas, além de adequar a concentracéo e a
ordem de adi¢cado dos polimeros a serem utilizados, pois sado fatores que influenciam
diretamente em parametros como tamanho e estabilidade das NPs (BERGER et al.,
2004; FUKUDA & KIKUCHI, 1978; HAMMAN, 2010; LEE et al., 1999; TAKAHASHI et
al., 1990).

Desta maneira, a realizagdo da CP utilizando os polimeros naturais GG e QS

constitui uma plataforma tecnolégica promissora para obtencdo de sistemas



20

nanoestruturados, ja que esses polimeros apresentam grupos funcionais -OH, -
COOH e -NH; capazes de formar ligagdes cruzadas entre suas cadeias (AMIDI et
al., 2010; OLIVEIRA etal., 2010; OSMALEK; FROELICH &TASARE, 2014).

2.4 Polimeros Naturais

O uso de polissacarideos naturais, como QS e GG, no preparo das NPs é uma
abordagem racional e promissora em razdo das vantagens que esses materiais
oferecem, como baixo custo, biocompatibilidade, atoxicidade e capacidade de aderir
as mucosas quando em ambiente fisiologico. Além disso, esses materiais sao
biodegradaveis e obtidos a partir de fontes renovaveis (ALVAREZ-LORENZO et al.,
2013; BHARDWAJ et al., 2000; KULKARNI et al., 2011; SEVERINO, P. et al., 2011;
SINHA; KUMRIA, 2001; VILLANOVA, J.C.O. et al., 2010).

O uso de polissacarideos naturais isolados ou misturas poliméricas para a
obtencdo de sistemas mucoadesivos, visando a liberacdo célon-especifica de
farmacos, tem sido objeto de estudos em nosso grupo de pesquisa. Cardoso e
colaboradores (2016), em estudos com hidrogéis de GG reticulada ionicamente com
amido retrogradado, demonstraram a capacidade dos materiais em formar estruturas
tridimensionais fortes, estaveis, altamente resistentes e muito promissoras como
sistemas mucoadesivos para entrega de farmacos.

Boni e colaboredores (2015), utilizando-se da técnica de gelificagao ionotropica,
com ions trivalentes (AI**), como agente de reticulacdo, obtiveram microesferas de
GG e demonstraram a capacidade mucoadesiva dos sistemas, que também foram
capazes de controlar a liberacdo de cetoprofeno em meio acido e alcalino. Da
mesma maneira, através da geleificagdo ionotropica utilizando ions AP, Prezotti e
colaboradores (2014) desenvolveram microparticulas de gelana/pectina altamente
mucoadesivas, os quais foram capazes de controlar as taxas de liberacdo de
farmacos ao longo de todo o TGI.

Em estudos com dispersbdes solidas e NPs baseadas em QS e ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose para vetorizagdo da zidovudina, Pedreiro (2015) observou
que, através do método de CP, os complexos obtidos foram promissores no sentido
de promover o maior controle das taxas de liberagio e o aumento da

biodisponibilidade da zidovudina.
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241 Goma gelana

A GG é um polissacarideo anidnico de cadeia linear, constituido por unidades
repetidas dos tetrassacarideos a-L-ramnose, (-D-glicose e B-D-acido glucurénico na
proporcao molar de 1:2:1 e que apresenta dois tipos de substituintes acila em sua
estrutura: L- gliceril na posi¢cado 6 e L-acetil na posicédo 2 (OSMALEK; FROELICH
&TASARE, 2014; VILELA, 2014).

Obtida por fonte natural, a GG é produzida pela bactéria Sphingomonas elodea
e comercializada na sua forma desacetilada, onde, por meio de hidrélise alcalina,
acaba perdendo seus substituintes L- gliceril e L-acetil, sendo entdo denominada de
GG de baixo grau de acetilagao (Figura 3), caracterizada pelo seu elevado poder
gelificante (ALVAREZ-LORENZO et al., 2013; OSMALEK; FROELICH &TASARE,
2014; PICONE, 2012; VILELA, 2014).

Figura 3 - Estrutura da goma gelana desacetilada.
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Fonte: Adaptado de MAO; TANG; SWANSON, 2000.

A solugdo aquosa de GG apresenta um pH em torno de 5,0. Sobre elevada
temperatura, suas cadeias apresentam-se em um estado desordenado (cadeia
simples) e na conformagéo enovelada. A medida que essa solugéo vai se resfriando,
as cadeias de GG vao mudando sua conformacéo para um estado mais ordenado
(duplas-hélices), que se agregam formando zonas de jungdo e dao origem a
hidrogéis termorreversiveis. Na presenga de cations mono, di ou trivalentes, as
duplas-hélices da GG se complexam por meio de ligagbes de hidrogénio, formando
uma rede tridimensional. Tal caracteristica faz da GG um material interessante para
o desenvolvimento de diversos tipos de sistemas de liberagdo controlada de
farmacos (CHANDRASEKARAN et al., 1998; KIRCHMAJER et al., 2014; MIYOSHI
etal,, 1996; VILELA, 2014).
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A GG possui uma constante de ionizagdo (pKa) préximo a 3,5, resisténcia a
baixos valores de pH e elevada capacidade de retencdo de agua, o que favorece o
intumescimento de suas cadeias e permite a sua interacdo com as cadeias de
mucina presentes no muco, levando ao processo de mucoadesao. Essa interacao
pode ocorrer devido ao entrelacamento das cadeias poliméricas com as cadeias da
mucina, ou ainda devido a habilidade dos grupos hidroxila e carbonila da GG
formarem ligagdes de hidrogénio com as moléculas da mucina, promovendo um
contato mais intimo com a mucosa, o que, consequentemente, prolonga o tempo de
residéncia na mucosa (BONI, 2014; OSMALEK; FROELICH & TASARE, 2014;
PICONE, 2012; PREZOTTI; CURY & EVANGELISTA, 2014).

2.4.2 Quitosana

A QS é um polissacarideo catidnico obtido pelo processo de desacetilacido
parcial da quitina (Figura 4), abundantemente extraida do exoesqueleto de
crustaceos e insetos. Possui estrutura linear rigida, estéreo-regular e com volumosos
anéis de piranose, sendo semelhante a celulose. E constituida por unidades de 2-
acetamino-2-deoxi-B-D-glicose e 2-amino-2-deoxi-B-D-glicose, unidas por ligagdes 3
(1—>4) (AZEVEDO et al., 2007; DASH et al., 2011; FARRIS et al., 2011).

Figura 4 - Representagao do processo de desacetilagdo da quitina e formagao da quitosana.
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Fonte: PICONE, 2012.

Possuindo um valor de pKa entre 6,2-7, a QS apresenta trés grupos funcionais
reativos: um grupo amino na posigao C-2, grupos hidroxilas primarios na posi¢ao C-
3 e grupos hidroxilas secundarios nas posi¢des e C-6; capazes de formar ligagdes
de hidrogénio intra e intermoleculares (CLAESSON & NINHAM, 1992; SEVERINO,
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P. et al, 2011; SHAHIDI et al., 1999; YAO et al., 1997). E facilmente dissolvida em
solugdes de acidos fracos diluidos, como acido acético, devido a protonagao de seus
grupos aminos (FARRIS et al., 2011; SEVERINO, P. et al., 2011; SHAHIDI et al.,
1999; VILELA, 2014).

A QS é um polimero que possui elevada capacidade mucoadesiva devido a
presenga de grupos hidroxila e amina em sua estrutura, os quais sdo capazes de
estabelecer interagbes supramoleculares com as cadeias de mucina e prolongar o
seu tempo de residéncia na mucosa. A habilidade mucoadesiva da QS é
reconhecida e faz dela um material interessante para uso em sistemas de liberagao
controlada de farmacos (AMIDI et al., 2010; DA SILVA et al., 2007; DEACON et al.,
2000; EDSMAN e HAGERSTROM, 2005; FIEBRIG et al., 1995; LEE et al., 2000; HE
etal., 1998; OLIVEIRA etal., 2010; VASIR et al., 2003).

Assim, a complexacdo da QS com um polissacarideo aniénico, como a GG, é
uma abordagem interessante para desenvolvimento de sistemas de liberagdo de
farmacos, pois tal combinagdao é capaz de gerar sistemas com maior resisténcia a
exposicao ao pH acido e a degradagao enzimatica nas porgdes superiores do TG,
que contribui para o controle das taxas de liberacdo do farmaco (GEORGE &
ABRAHAM, 2006; HUGUET et al., 1996; SEZER & AKBUGA, 1999; VLLASALIU et
al., 2010).

2.5 Polimixina B

A PB é um antibidtico decapeptideo policatidbnico ciclico, caracterizado pela
presenca de um anel heptapeptideo ligado a uma cadeia lateral tripeptidica com um
acido graxo na sua extremidade (Figura 5) (KWA et al.,, 2008; MENDES &
BURDMANN, 2009; MEREDITH et al. 2009). Pode apresentar até quatro isbmeros,
diferentes entre si apenas pelo acido graxo da extremidade da molécula: a presenga
do acido 6-metiloctandico identifica a PB1 (isbmero principal), o acido 6-metil-
heptandico a PB2, o acido octandico a PB3 e o acido heptandico a PB4 (HERMES,
2013). Possui um pKa em torno de 8 — 9, sendo sintetizada por cepas de Bacillus
polimyxa e comercialmente encontrada na forma de po liofinilizado para solugao
injetavel, como sulfato de polimixina B (KWA et al., 2008; MENDES & BURDMANN,
2009).
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Figura 5 — Estrutura primaria da polimixina B: R=H refere-se a polimixina B1 e R=CH3 a

polimixina B2.

Dab 1 Dab 3 3 Phe 6
X Thr 2 ?:JH NHs
NH; 3
0
H NH eu
N 0
RMH I rLu o (o]
OH
Dab4 NH HN™ "o
H H
o~ N " Y
0 % NH,
OH
HaN Dab 8
Thr 10 *
Dab 9

Fonte: MEREDITH et al. 2009.

O mecanismo de acdo da PB baseia-se na formacdo de ligacbes com
componentes do envelope celular de bactérias gram-negativas (fosfolipideos e
lipopolissacarideos - LPS), promovendo deslocamento dos ions Ca?* e Mg?*, o que
leva a ruptura da membrana celular, resultando na morte da bactéria (KWA et al,,
2008; MENDES & BURDMANN, 2009; MEREDITH et al. 2009). Em individuos
normais, a PB possui uma meia-vida de 6 — 7 horas e sua secregao ocorre
lentamente por filtragdo glomerular (KWA et al.,, 2008; MENDES & BURDMANN,
2009).

No entanto, a PB & conhecida principalmente devido a sua alta toxicidade, que
parece estar relacionada a quantidade de D-aminoacidos e de acidos graxos
presentes na molécula, além de ser dependente da concentracdo e do tempo de
exposicao ao farmaco (INSUA et al., 2017; KWA et al.,, 2008; MENDES &
BURDMANN, 2009).

A PB é capaz de causar nefrotoxicidade, a partir do mesmo mecanismo que
utiliza para destruir bactérias gram-negativas (MENDES & BURDMANN, 2009),
caracterizada principalmente pelo surgimento da insuficiéncia renal aguda (IRA),
manifestacdo de albuminuria (presencga de albumina na urina), cilindruria (presenca
de cilindros renais na urina), azotemia (presenga de ureia no sangue) e do aumento
dos niveis plasmaticos do farmaco sem aumento na dosagem, que,
consequentemente, acaba levando ao surgimento da neurotoxicidade, caracterizada

pela ocorréncia de rubor facial, vertigem, sonoléncia, formigamento, apneia (pausa
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na respiragao), ataxia (perda da coordenagao) e irritagdes nas meninges (FALAGAS
& KASIAKOU, 2006; KWA et al., 2008; MENDES & BURDMANN, 2009).
Considerando todas as limitagdes da administragcdo convencional da PB,
relativo aos seus efeitos colaterais, a necessidade de explorar novas tecnologias
farmacéuticas, como a nanotecnologia, que permitam o direcionamento sitio-
especifico da PB €& uma estratégia racional que pode ser intensamente explorada,
abrindo portas para criagao de alternativas para o tratamento de diversos tipos de

doengas como, por exemplo, o cancer de colon.

3. OBJETIVO

Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas, a base de

GG e QS, através da CP, para liberagéo célon-especifica do farmaco.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Principais materiais utilizados

¢ Quitosana de baixo peso molecular (Sigma Aldrich®);

e Goma gelana de baixo peso molecular (Sigma Aldrich®);
e Acido cloridrico, teor 37% (Quimis);

e Acido acético P.A (Quimis);

e Hidréxido de sédio (Grupo Quimica®);

e Mucina tipo Il (SigmaAldrich®);

e Polimixina B (Sigma®);

e Tween 20 (Sigma®).

4.2 Principais equipamentos

e Agitador magnético (Quimis);

¢ Analisador de tamanho e potencial zeta das particulas ZetaSizer Nano-
ZS (Malvern Instruments) acoplado a um MPT — Multi Purpose Titrator;

e Analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro System®);
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e Balanga analitica (Owa labor; Bel Engineering);

e Centrifuga (Sorvall TC);

e Ultracentrifuga (ThermoScientific);

e Peagbmetro (Micronal);

e Equipamento de difragdo de raios-X (DRX) (SIEMENS);

e Espectrometro de absorcdo na regido do infravermelho por
transformacdées de Fourier utilizando-se acessorio para reflexdo
atenuada total (Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared
Spectroscopy — ATR) da VERTEX 70 (BRUKER);

e Liofilizador micromédulo (Thermo Scientific ™) acoplado a uma bomba

de vacuo.
5. METODOS
51 CARACTERIZAGAO DOS POLIMEROS
5.1.1 Analise do potencial zeta em fungao do pH

Para avaliar a influéncia do pH na carga superficial dos polimeros isolados com
a finalidade de determinar o melhor valor de pH para obtengdo de complexos
polieletroliticos, foi utilizado o analisador de particulas Zetasizer Nano Series (Nano-
ZS, Malvern Instruments) com angulo de detecgdo de 90° equipado com um
Autotitulador MPT-2 (Multi Purpose Titrator) (Figura 6).

O estudo foi realizado seguindo o modelo de Smoluchowski a uma temperatura
de 25 ° C e as medidas de potencial zeta (PZ) das dispersdes poliméricas foram
realizadas através da titulacdo acido-base. Para titulacdo da GG e da PB, foram
preparadas uma solugéo (1 mg/mL) em agua purificada e titulada com NaOH 0,01 M
e 0,2 M e HCI 0,1 M. Ja para as medidas de PZ da QS, foi preparada uma solugcao
(1 mg/mL) em acido acético 0,1 M e titulada com NaOH0,05M e 0,1 M e HCI0,2 M.

Neste estudo, a faixa de pH avaliada foi de 1,5 a 7,5 com intervalos de 0,7, e
uma tolerancia requerida de 0,2. Todas as medidas e as curvas foram realizadas em

triplicata.
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Figura 6 - Representagédo esquematica do processo de titulagdo acido-base dos polimeros para

analise do potencial zeta em fungao do pH.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

52 OBTENGAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

5.2.1 Desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas

Uma solugao estoque de QS (4,5 mg/mL) em acido acético 0,1 M foi preparada
e mantida sob agitagcdo magnética por 24 horas (overnight) a temperatura ambiente
(~25 °C). A partir dela, foi obtida uma dispersao de QS (1,5 mg/mL), também em
acido acético 0,1 M. A disperséo de GG (1,0 mg/mL) foi obtida em agua purificada,
sob agitagdo magnética (30 min) a uma temperatura de 80 °C e filtrada com
membrana 0,45 pm.

As NPs foram obtidas através da CP entre QS e GG, de acordo com o método
proposto por Makhlof et al. (2011), com algumas adapta¢des. Para obtengdo das
nanoparticulas, um estudo preliminar foi realizado a fim de avaliar a influéncia das
proporgcdes e da ordem de adi¢gdo dos polimeros na formagao dos complexos.

Assim, os sistemas foram obtidos a partir do gotejamento, com seringa e
agulha sem bisel 23G 1”7 (0,6 x 25 mm), sob agitacdo em Ultra Turrax (11.000 rpm)

por 5 minutos (Figura 7), para redugéo do tamanho das particulas. Esse processo foi
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realizado através de duas técnicas: a) adicao da dispersao de GG a dispersao a QS

e b) adicado da QS a dispersao de GG.

Figura 7 - Representagédo esquematica do processo de obtengédo das nanoparticulas poliméricas.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A incorporacao do farmaco foi realizada a partir da adicdo da PB a dispersao

de QS, nas concentragdes de 1,0% e 3,0% em relagdo a massa total de polimeros.

5.2.2 Andlise do tamanho de particula e indice de

polidispersidade (Pdl)

O didametro médio e o Pdl das nanoparticulas em dispersdao foram
determinados através da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS - Dynamic
Light Scattering) no equipamento Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern
Instruments), em triplicatas, com 10 determina¢cdes do didmetro para cada uma

delas.

5.2.3 Anadlise do potencial zeta

O PZ das dispersdes de nanoparticulas foi determinado, de forma indireta a

partir da andlise do movimento browniano das particulas, em analisador de
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particulas Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern Instruments), em triplicatas,

com 10 determinagdes para cada uma delas.

5.2.4 Anadlise por espectroscopia de absorg¢ao na regiao de
infravermelho (FTIR)

Para avaliar as possiveis interacdes entre o farmaco e os materiais poliméricos,
foi realizado estudo em espectroscopia na regido do infravermelho por
transformagcdes de Fourier, utilizando-se acessoério para reflexdo atenuada total
(Attenuated Total Reflectance — ATR) da VERTEX 70 (BRUKER).

Neste estudo, foram analisados o farmaco, polimeros, nanoparticulas sem e
com farmaco. Para a analise, as amostras foram previamente congeladas a - 80°C
por 24 horas e, em seguida, liofiizadas (24 horas). Os espectros foram obtidos

abrangendo uma regido de 400 a 4000 cm™".

5.2.5 Analise por meio de difragao de raios-X

A identificacdo de estruturas cristalinas e/ou amorfas do farmaco, polimeros e
das nanoparticulas com ou sem farmaco foram avaliadas em difratbmetro de raios-X
(DRX), da marca Siemens, modelo D5000, DIFFRAC PLUS XRD Commander, a
uma velocidade do goniémetro de 0,05° s-1, sob radiagdo monocromatica de Cu-Ka
(A=1,5406A) e com varredura de raios-X de angulo aberto 26 entre 4° e 70°. Para
realizacdo do teste, as amostras foram previamente congeladas a - 80°C e

liofilizadas por 24 horas.

5.2.6 Analise de forma e morfologia de superficie por microscopia
eletrénica de varredura de campo ampliado de alta
resolugao

A andlise da forma e morfologia de superficie das nanoparticulas foram
realizadas por microscopia eletrébnica de varredura de campo ampliado de alta
resolugao (MEV-FEG) - JEOL JSM-7500F.

Para a realizacdo da analise, as amostras, preparadas conforme o item 5.2.1,

foram diluidas em disperséo aquosa de Tween 20 na proporgao 1:20 para evitar
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aglomeragao apos processo de secagem, e fixadas sobre substrato metalico. Em
seguida, as amostras foram colocadas em dessecador para secagem por 3 dias. No
momento da analise, as amostras foram revestidas com material condutor (carbono)

e as fotomicrografias foram obtidas em diferentes aumentos.

5.2.7 Avaliagao das propriedades mucoadesivas

A analise das propriedades mucoadesivas dos polimeros e das nanoparticulas
sem e com farmaco foi realizada em Analisador Universal de Textura (TA-XT2
Texture Analyser — Stable Micro Systems) no modo “compression”. Para a realizagao
da analise, cada amostra foi congelada (- 80°C por 24 horas) e liofilizada (24 horas).

O ensaio foi realizado utilizando-se tecido intestinal suino previamente
congelado, o qual, no momento da analise, foi descongelado sob temperatura
ambiente e mantido em solugdo salina, com o intuito de assegurar a qualidade e
integridade da camada de muco (VARUM et al., 2010). Secgbes do tecido
(aproximadamente 4 cm?) foram colocadas sobre um suporte acrilico e, em seguida,
receberam 2 gotas de solugdo tampao fosfato 6,8.

Com auxilio de fita dupla-face, as amostras foram cuidadosamente fixadas em
uma sonda cilindrica metalica (10 mm), que foi movida perpendicularmente em
direcdo a membrana mucosa, a uma velocidade constante de 1 mm/s, sob uma
forca de compressao pré-determinada de 0,981 N e introduzida a 0,3 mm de
profundidade, a partir da superficie da mucosa. O tempo de contato foi de 120
segundos para pré-hidratagcdo das nanoparticulas, sem a aplicagao de for¢ca durante
esta fase. Apds esse tempo, a sonda foi removida, a uma velocidade de 20 mm/s e a
forca maxima de mucoadesdo (N) e o trabalho da mucoadesdo (N.s) foram

determinados para cada amostra em triplicata.

5.2.8 Analise estatistica

Quando aplicavel, as diferengas significativas entre os valores obtidos foram
avaliadas por analise de varidncia (ANOVA) seguida por comparagdes multiplas pelo

método de Tukey (p<0,05), com auxilio do software Origin 9.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZAGAO DOS POLIMEROS

6.1.1 Analise do potencial zeta em fungao do pH

A formacdo dos complexos polieletroliticos ocorre através de interacdes
eletrostaticas entre polieletrolitos de cargas opostas. Trata-se de um processo
rapido, que minimiza a degradagao do farmaco e que pode ser realizado em meio
aquoso, sob temperatura ambiente e utilizando agitagcdo moderada (LANKALAPALLI
& KOLAPALLI, 2009; MAKHLOF et al., 2011; PEDREIRO, 2015).

O pH é uma propriedade importante que pode influenciar na densidade de
carga dos materiais poliméricos e resultar em sua precipitacdo. Nesse sentido, a
adequagao do pH para o delineamento de um sistema de liberagdo é uma estratégia
racional para sucesso na obtencdo dos complexos polieletroliticos (LANKALAPALLI
& KOLAPALLI, 2009). Dessa forma, neste estudo foi avaliado o PZ das dispersdes
poliméricas em fungdo da variacdo do pH e os resultados estdo apresentados na
Figura 8.

Figura 8 - Valor da carga superficial de cada polimero e do farmaco em diferentes faixas de pH.

g0 4 —e— Goma gelana
—a— Polimixina B
—&— Quitosana

40

20 ~

. M

"4[] T T T T T T

Potencial Zeta (mV)

pH

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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A QS permaneceu carregada positivamente durante toda faixa de pH estudada,
devido a ionizacdo dos grupos amino presentes na cadeia polimérica. Entre os
valores de pH 2 a 5,0 a QS apresentou PZ entre + 37,8 mV e + 25 mV. Por outro
lado, acima do pH 6,0 foi observado um decréscimo na densidade de carga,
atingindo + 4,5 mV em pH 7,4. Provavelmente, essa redugdo da carga positiva da
QS em baixos valores de pH esta relacionado com a desprotonagdo dos
grupamentos amino da QS a medida que o pH se aproxima do seu valor de pKa (6,2
—7,0) (PICONE & CUNHA, 2013).

A GG apresentou-se carregada negativamente durante toda faixa de pH
estudada, devido a ionizagdo dos grupos carboxilicos presentes na sua estrutura. A
semelhanca da QS, dependendo do pKa e pH do meio, esses grupos carboxilicos
podem estar mais ou menos ionizados. Assim, em baixos valores de pH, a GG
apresentou um PZ de aproximadamente - 17 mV, enquanto, na faixa entre pH 4,5 a
7,2 a GG exibiu um PZ em torno de - 30 mV. Quando a GG é submetida a valores
de pH acima de seu pKa, a sua densidade de carga negativa aumenta devido a
dissociagao dos grupos carboxilicos do acido glucurénico (JONG; VAN DE VELDE,
2007; PICONE; CUNHA, 2013). Em contrapartida, em menores valores de pH, a
dissociagao ocorre nos grupos carboxilicos laterais das moléculas da GG, reduzindo
seu carater aniénico.

A PB apresentou um comportamento semelhante aquele observado para a QS,
mantendo-se carregada positivamente durante toda faixa de pH estudada, também
devido a ionizagdao dos grupos amino presentes na sua estrutura. A PB exibiu PZ
entre + 15 mV a + 7,62 mV em baixos valores de pH, entretanto, acima do pH 4,5 foi
notado um decréscimo na sua densidade de carga, atingindo + 5,67 mV em pH 7 4.
Provavelmente, essa redugdo da carga positiva da PB em baixos valores de pH
também esta relacionada com a desprotonagcdo dos grupamentos amino da PB a
medida que o pH se aproxima do seu valor de pKa (8 —9).

Para a formacao dos complexos polieletroliticos, o maior grau de ionizagao dos
polimeros € requerido. Nesse sentido, para obtencdo das nanoparticulas foi
escolhido pH 5,0, pois neste valor de pH, tanto os polimeros quanto a PB (PZ +6
mV) apresentaram maior grau de ionizagao e, dessa forma, minimiza-se a ocorréncia
de agregacgao dos polimeros no momento da mistura das dispersdes poliméricas,

garantindo o sucesso na obtencdo dos sistemas.
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6.2 OBTENGAO DAS NANOPARTICULAS

6.2.1 Estudo da influéncia da ordem de adi¢ao e proporgao
polimérica na formagao dos complexos polieletroliticos

Diversos fatores como grau de ionizagao, densidade de carga, concentragao e
distribuicdo de carga de cada polieletrdlito, razdo e ordem da mistura dos polimeros,
flexibilidade das cadeias, temperatura, for¢a idbnica e pH do meio de reagdo podem
influenciar de maneira significativa a formagdo e estabilidade dos complexos
polieletroliticos (HAMMAN, 2010; DASH et al.,, 2011). A escolha das melhores
condigbes para obtencdo dos sistemas é uma estratégia importante e racional para
obtengao dos sistemas nanoparticulados.

A formacgao dos complexos polieletroliticos pode acontecer em trés etapas. Na
primeira, ocorre a atragao eletrostatica entre os polieletrolitos de cargas opostas. Em
seguida, em busca de uma adaptagdo conformacional, a partir de interagbes como
ligacbes de hidrogénio, forca de van der Waals e outras interagdes
supramoleculares, os complexos formam os chamados complexos principais, uma
espécie de nucleo. Por ultimo, pode ocorrer a formacdo de complexos secundarios
ao redor desse nucleo resultando em um aumento do didmetro das particulas (A. D.
KULKARNI et al., 2016; SAETHER et al., 2008).

Neste estudo foram avaliados os fatores: ordem de adicdo dos polimeros e
variagao de massa polimérica. Inicialmente, a GG foi adicionada a dispersédo de QS,
variando a massa de GG (0,5 — 3,0 mg) e mantendo-se constante a de QS (4,5 mQ)
Em seguida, variou-se a massa de QS (0,75 - 4,5 mg) fixando a de GG (3,0 mg).
Posteriormente, mesmo procedimento foi realizado, porém com adi¢édo da QS na
dispersdo de GG. A nomenclatura e composicdo das amostras estdo apresentadas
nos Quadros 1 e 2.

Em ambos os estudos foram avaliados tamanho de particula, Pdl, PZ e
aparéncia macroscopica das dispersdes, classificando-as como: solugao limpida (L),
levemente opalescente (LO), opalescente (O) ou agregado (A) (Quadros 1 e 2).

Durante o processo de obtengdo dos complexos polieletroliticos a partir da
adicdo da GG, cuja massa foi variavel, a dispersdo de QS, observou-se que a
formacao dos complexos ocorreu de forma espontanea, sendo detectado pelo efeito

Tyndal de turvagdo do meio. Verificou-se também que a adigdo de maior
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concentracdo de GG a dispersao de QS tornou o meio mais opalescente, indicando
a formagao dos complexos.

Os dados estatisticos mostraram que, de maneira geral, ndo houve diferenca
significativa no tamanho das particulas entre as amostras do Quadro 1 (p>0,05),
exceto para a amostra NP6 que apresentou maior diametro médio (975,60 nm),
maior Pdl (0,77) e maior PZ (+41,23 mV) (p<0,05). Provavelmente, as maiores
concentragbes de ambos os polimeros resultaram na formagdo de particulas
maiores, devido ao maior numero de cadeias poliméricas disponiveis para
complexagdo. Apesar da elevada carga positiva dessa amostra ser uma
caracteristica interessante para garantir a estabilidade, o elevado valor de Pdl
indicou a heterogeneidade de tamanho dessa amostra.

Também ndo foram encontradas diferengas significativas nos valores de PZ e

Pdl (p>0,05) entre as todas amostras apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Influéncia da variagdo de massa de GG no tamanho, Pdl e PZ das nanoparticulas, quando

GG foi gotejada na dispersao de QS.

Amostras Massa (mg) -L::::IT: Potencial Pd Class..ificagéo
GG Qs (nm) zeta (mV) visual
NP1 0,5 4,5 574,30 15,73 0,66 LO
NP2 1 4,5 642,37 24,37 0,63 LO
NP3 1,5 4,5 642,90 29,83 0,66 LO
NP4 2 4,5 581,20 40,50 0,50 LO
NP5 2,5 4,5 714,17 40,63 0,59 LO
NP6 3 4,5 975,60 41,23 0,77 o)

Fonte: Elaborado pelo Autor.

No caso dos resultados obtidos com a variacdo somente da massa de QS
(Quadro 2), verificou-se que, apesar dos elevados valores de PZ (entre 33,90 mV —
39,57 mV), o didmetro médio das particulas foi maior (na faixa de 838,07 nm -
1051,37 nm) (p<0,05). Esse comportamento & semelhante aquele observado na

amostra NP6, relacionado a formagéao de complexos secundarios maiores.
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Para as amostras apresentadas no Quadro 2 também nido foram encontradas
diferencas significativas nos valores de PZ e Pdl (p>0,05).

Entretanto, no caso da amostra NP7, foi visualizada a separacdao de fase do
meio, caracterizada pela formagcdo de um precipitado volumoso em um
sobrenadante limpido. Essa separagao, provavelmente, se deve a diminuicdo da
repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas, resultando em um PZ nulo,
conforme verificado no Quadro 2, o que induziu a forte agregagao entre as particulas
(A. D. KULKARNI et al., 2016) e tornou inviavel a realizacdo das medidas no DLS

para evitar danos ao equipamento.

Quadro 2 — Influéncia da variagdo de massa de QS no tamanho, Pdl e PZ das nanoparticulas,

quando GG foi gotejada na dispersao de QS.

Massa (mg) Tamfanho Potencial Classificagao
Amostras GG Qs particula zeta (mV) Pdl visual
(nm)
NP7 3 0,75 0,00 0,00 0,00 A
NP8 3 1,5 882,13 33,90 0,64 0O
NP9 3 2,25 838,07 38,53 0,65 (@]
NP10 3 3 880,77 39,23 0,71 (@]
NP11 3 3,75 867,87 39,57 0,65 (o)
NP12 3 45 1051,37 37,87 0,79 0

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados apresentados nos Quadros 3 e 4 sao relativos ao estudo
realizado com os complexos obtidos invertendo-se a ordem de adicdo dos
polimeros, ou seja, com a adigdo da QS na GG. Além desse processo, a variagao de
massa dos polimeros também foi avaliada.

Os dados apresentados no Quadro 3 mostraram que, apesar dos elevados
valores de PZ (entre 31,73 mV - 34,87 mV), a adicao da QS a disperséo de GG
levou a formacgéo de particulas muito grandes, da ordem de micrémetros (na faixa de
7.547,67 nm - 27.673,33 nm), e com elevado Pdl (0,25 e 0,99). Provavelmente, esse

aumento no tamanho das particulas ocorreu devido a adicdo da QS na GG ter
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favorecido a formagao de complexos secundarios, uma vez que as cadeias de QS
possuem muitas cargas positivas, atribuidas ao excesso de grupamentos amina
protonados. Assim, ao ser adicionada a dispersdao de GG, a QS possivelmente
conseguiu interagir com uma maior quantidade de cadeias desse polianion,
resultando no aumento do tamanho dos sistemas formados (A. D. KULKARNI et al.,
2016; MOURA NETO, 2013; SCHATZ et al., 2004; SAETHER et al., 2008).

Quadro 3 — Influéncia da variagdo de massa de GG no tamanho, Pdl e PZ das nanoparticulas,

quando QS foi gotejada na disperséo de GG.

Amostras ases (me) -:)aaTtl'ac:T: ::tt: r(n::sl) Pdl Clai?isfli:;algéo
Qs GG (hm)
NP13 4,5 0,5 1762,33 32,73 0,99 LO
NP14 4,5 1 7547,67 31,73 0,38 0]
NP15 4,5 1,5 11629,67 34,87 0,53 0]
NP16 4,5 2 12356,00 34,10 0,25 0]
NP17 4,5 2,5 13658,33 33,63 0,51 0]
NP18 4,5 3 27673,33 31,63 0,72 (0]

Fonte: Elaborado pelo Autor.

O mesmo comportamento foi observado para os sistemas obtidos com a
variagdo da massa de QS e fixando a massa de GG (Quadro 4), que, apesar de
elevados valores de PZ (entre 18,77 mV - 38,70 mV), também apresentaram
particuas com tamanho na escala micrométrica (na faixa de 10.196,67 nm -
22.596,67 nm) e elevado PdI(0,69 — 1,00).
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Quadro 4 — Influéncia da variagdo de massa de QS no tamanho, Pdl e PZ das nanoparticulas,
quando QS foi gotejada na dispersao de GG.

Amostras Massa (mg) ;ZTt?cTII: Potencial Pdl Class_ificagéo
Qs GG (nm) zeta (mV) visual
NP19 0,75 3 10196,67 18,77 0,90 0]
NP20 1,5 3 15163,33 33,73 1,00 0o
NP21 2,25 3 14156,00 33,57 0,69 @]
NP22 3 3 19926,67 35,53 1,00 @]
NP23 3,75 3 22596,67 38,70 0,72 0]
NP24 4,5 3 18801,67 33,30 0,75 0]

Fonte: Elaborado pelo Autor.

De maneira geral, os resultados evidenciaram que a adigdo da QS na
dispersdao de GG aumentou significativamente o tamanho das particulas obtidas, a
semelhanga dos resultados obtidos por Moura Neto (2013), em estudo sobre a
obtengdo de nanoparticulas a partir da complexagdo polieletrolitica entre QS e
galactomanana sulfatada.

Nesse sentido, os resultados demonstraram que o gotejamento da GG as
dispersdes de QS parece ser uma alternativa mais adequada para obtencédo de
sistemas nanoestruturados. Assim, foram selecionadas as amostras NP3 e NP4
(Quadro 1), para a incorporagao da PB, cujo tamanho (642, 90 nm + 12,04 e 581, 20
nm + 52,10, respectivamente), Pdl (0,66 e 0,50, respectivamente) e valores de PZ
(29,83 mV e 40,50 mV, respectivamente) foram considerados mais adequados para

incorporacao da PB.

6.2.2 Obtencdo das nanoparticulas poliméricas contendo

polimixina B

Para incorporagédo do farmaco nas amostras selecionadas (NP3 e NP4), a PB

foi adicionada a dispersao de QS (1,0% e 3,0% em relagcdo a massa total de
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polimeros). Apés o processo de CP entre os polimeros e o farmaco, novamente
foram avaliados os parametros de tamanho das particulas, Pdl e PZ das dispersoes

dos sistemas obtidos, sendo os resultados apresentados na Figura 9.

Figura 9 - Influéncia da incorporagao da PB no tamanho e PZ das nanoparticulas.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados apresentados na Figura 9 demonstraram que nas amostras NP3
e NP4 (sem farmaco) ndo foram encontradas diferengas significativas no tamanho
de particula (p>0,05), no entanto, um maior valor de PZ foi exibido pela amostra NP4
(p<0,05), que pode ser atribuido a maior quantidade de carga positiva proveniente
da QS, que esta em maior quantidade (4,5 mg) em relacédo a massa de GG (2 mg).

De maneira geral, a incorporagao da PB (1% e 3%) nao influenciou de maneira
significativa no tamanho das particulas (p>0,05), exceto para a amostra NP4 com
3% de PB, que apresentou maior tamanho (p<0,05). Provavelmente, o maior numero
de moléculas do farmaco e maior concentracdo de GG (2 mg) levaram ao maior
numero de interagdes entre farmaco e polimeros, ou ainda, o farmaco pode ter

ocupado os espacos intersticiais presentes na rede polimérica, levando a expansao
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dessa rede e resultando em particulas maiores (PREZOTTI et al, 2012; CARDOSO,
2014).

Observou-se também que a presenca e o aumento da concentracdo do
farmaco nas amostras estudadas nado influenciaram de maneira significativa nos
valores de PZ (p>0,05), exceto para a amostra de NP3 com 1% de PB, o qual
apresentou um aumento significativo do valor do PZ (p<0,05) (Figura 9). Os
elevados valores de PZ observados em todas as amostras indicaram a estabilidade
adequada dos sistemas. Valores elevados, em moddulo, de PZ estdo diretamente
relacionados a sistemas fisicamente mais estaveis, uma vez que a tendéncia a
agregacao nessas condigdes € menor devido a repulséo eletrostatica (PARVEEN et
al., 2010).

Também foram observados elevados valores de Pdl nas amostras (0,51 e

0,75), indicando a heterogeneidade de tamanho desses sistemas.

6.3 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

6.3.1 Anadlise das nanoparticulas por espectroscopia na regiao de
infravermelho (IV)

A espectroscopia na regido do IV é uma técnica relativamente simples, capaz
de detectar diferentes grupos funcionais presentes em uma determinada amostra,
através da emissdo da radiacao infravermelha sob essa amostra. A radiacdo é
absorvida sempre que a sua frequéncia for igual a frequéncia vibracional natural das
moléculas ou devido ao movimento vibracional ou rotacional dessas moléculas
provocar uma variagdo do momento dipolar (FIORINI, 2000; SOLOMONS, 2005).

Desse modo, uma molécula quimica, ao absorver radiagcdo eletromagnética do
tipo IV, sofre um aumento na amplitude de suas vibragdes axiais e angulares, que é
convertido em um grafico no computador e plotado em porcentagem de
transmitancia versus o numero de onda (LEITE & PRADO, 2012; SOLOMONS,
2005).

Os espectros do farmaco, polimeros livres e das nanoparticulas sem e com

farmaco estao apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Espectros de IV da polimixina B, quitosana, goma gelana e nanoparticulas com e

sem polimixina B.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O espectro de IV da PB apresentou bandas caracteristicas em 1638 cm™ e
1538 cm", atribuidas a estiramento vibracional do grupo N-H da amida | e Il (LI,
2014). Um ligeiro deslocamento dessas bandas foi observado nas regides 1549 cm™
e 1408 cm™, respectivamente, apds a incorporagdo da PB nas NPs. Tais mudancas
indicam uma provavel interagcédo da PB com os polimeros presentes nas NPs. Além
disso, o pico amplo entre 3650 cm™ e 3150 cm™, atribuido ao estiramento O-H da
PB (LI, 2014) foi mantido em todas as amostras, indicando a presenga das
moléculas de agua quimicamente ligadas e provavel formag¢ao de NHs.

No espectro da QS observou-se bandas tipicas nas regides 1640 cm™', 1580
cm e 1360 cm™, referentes a amida |, ao estiramento N-H do grupo NHy, e a amida
Ill, respectivamente. As bandas entre 3.000-3.600 cm™, 2800 cm™ e 1020 cm™, séo
atribuidas aos estiramentos O-H, C-H e C-O respectivamente (YADAV,
SHIVAKUMAR, 2012). Um pequeno deslocamento observado nas bandas da QS na

regido de 1500 cm ' (que representam os grupos CONH, e NH,), bem como a maior
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intensidade da banda de NH, nas NPs, indicam a provavel protonagdo dos grupos
NH," da QS e interagdo com o polidnion GG para a formacgéao das NPs.

No espectro da GG foram observadas bandas em 3300 cm™, atribuidas ao
estiramento do grupo OH presente no anel de glucopiranose, e as bandas 2900 cm”
11596 cm™, 1402 cm™ e 1018 cm™', sdo0 correspondentes as vibragcdes de C-H do
grupo CHy, de C-C, dos anions carboxilatos (COO-) e do estiramento C-O do acido
carboxilico, respectivamente (AGNIHOTRI et al., 2006; PEREIRA et al., 2011).

Para os espectros das NPs, as bandas entre 1600 cm™ e 1500 cm™ referentes
aos polimeros isolados, foram mantidas, apresentando um pequeno deslocamento
com aumento de intensidade, podendo ser indicativos da ocorréncia de interacoes
intermoleculares entres os componentes das amostras. Além disso, o pico amplo
entre 3650 cm™ e 3150 cm™, atribuido ao estiramento O-H da PB (LI, 2014) foi
mantido em todas as amostras, indicando a presenga das moléculas de agua
quimicamente ligadas.

Dessa forma, algumas mudangas na intensidade de absor¢cdo de determinadas
regides, observadas nos dados obtidos pela espectroscopia na regido de IV,
sugerem que a PB foi incorporada aos sistemas e que ocorreram interagdes entre o
farmaco e os polimeros. Entretanto, ndo foi observado o surgimento de novos picos

nos espectros das nanoparticulas.

6.3.2 Analise das nanoparticulas por meio da difragao de raios-X

DRX é uma técnica de caracterizacao estrutural de materiais cristalinos através
da interacdo dos feixes de raios-X com os elétrons dos atomos desses materiais
(KARJALAINEN et al., 2005). Os cristais sdo estruturas solidas que possuem um
arranjo ordenado de seus atomos e o0s raios-X, ao atravessarem um material
cristalino, acabam sofrendo difracdo construtiva ou destrutiva (BLEICHER &
SASAKI, 2000).

A anadlise da estrutura cristalina utilizando a técnica de DRX baseia-se na
incidéncia do feixe de raios-X monocromaticos sobre a amostra, que esta na forma
de um pé muito fino. Ao receber a radiagao, cada atomo do cristal reflete uma onda
espalhada, coerente com a radiacao incidente, emitindo raios-X que sao difratados
(BARROSO et al., 2002; KARJALAINEN et al., 2005). Quando a difracao desses

raios produz uma interferéncia construtiva, ocorre a intensificagdo do raio emitido
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pelos atomos do cristal, obedecendo a Lei de Bragg (BLEICHER & SASAKI, 2000;
MENESES, 2007; ALBERS, A. P. F. etal., 2002):

nA = 2d senb

Em que n = numero inteiro; A = comprimento de onda da radiagao, d = distancia
entre os planos cristalinos; 6 = angulo de incidéncia.

A intensificagdo do raio emitido € detectada pelo equipamento e registrada na
forma de picos finos em um diafratograma de intensidade do raio em fungdo do
angulo de espalhamento (BARROSO et al., 2002; KARJALAINEN et al., 2005).
Deste modo, os difratogramas obtidos através da analise de DRX do farmaco,
polimeros e nanoparticulas sem e com farmaco estéo representados nas Figuras 11
-13.

Na Figura 11 estdo representados os difratogramas dos polimeros isolados
(GG e QS) e da PB. O padrao de difracéo correspondente a PB apresentou um halo
amorfo com somente um pico mais alargado na regido de 23,31° (26), perfil tipico de
materiais semicristalinos. Tal resultado € semelhante ao observado por Kimakhe e
colaboradores (1999), em estudo sobre as atividades biolégicas da liberagcao
sustentada da PB a partir do biomaterial de fosfato de calcio.

O mesmo padrao de difragcdo caracteristico de materiais semicristalinos foi
observado nos difratogramas referentes a GG e QS, com a presenga de um grande
halo amorfo com picos caracteristicos, os quais para a GG, foram observados picos
nas regides 9,30° e 22,32° (28), semelhante aqueles encontrados por Cardoso
(2014) e Yang e colaboradores (2013). No caso da QS, foram observados picos nas
regides 10,29° e 20,01° (20), equivalente aqueles encontrados por Pedreiro (2015) e
Li e colaboradores (2009).
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Figura 11 — Difratograma de raios-X da polimixina B, goma gelana e quitosana;

respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Ao analisar os difratogramas correspondentes as nanoparticulas sem farmaco
(Figura 12), observou-se a presenca de varios picos intensos e bem definidos, nas
regides de 11,43°% 22,48°% 22,65° e 29,74° (20), caracteristicos de estruturas
cristalinas, a semelhanga daqueles encontrados nos difratogramas da GG e QS. O
aparecimento desses picos pode estar relacionado a formacdo de uma estrutura
mais organizada apos o0 processo de complexagao entre os polimeros GG e QS,
uma vez que a formagao de ligacdes cruzadas entre seus grupos funcionais -OH, -
COOH e -NHy, resulta na formagao de uma rede tridimensional ordenada e mais
cristalina. Observou-se também que a variagao da concentragdo de GG (de 1,5 para
2,0 mg) nas nanoparticulas parece nao ter influenciado nos padrbes de difracdo de
raios-X, ou seja, ndo alterou de maneira significativa a cristalinidade das NPs.



Figura 12 — Difratogramas de raios-X das nanoparticulas sem polimixina B.
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Os picos em 11,43°; 22,48°; 22,65° e 29,74° (20), correspondentes as possiveis
interagdes da GG com QS, foram preservados nos difratogramas das nanoparticulas
com PB (Figura 13). Além disso, verificou-se o surgimento de novos picos em
16,72°% 16,87° 17,05° 18,85°; 19,03°; 22,32°; 33,52° 36,51° e 36,66° (20), que pode
estar relacionado a uma maior reorganizagao estrutural, resultante da complexacao
polieletrolitica entre os polimeros e farmaco, favorecendo a formagado de uma rede
tridimensional mais compacta e cristalina (PU etal., 2011).

De uma maneira geral, nos difratogramas das nanoparticulas contendo
farmaco nao foi possivel verificar a presenga de picos de cristalinidade
correspondentes aos da PB, possivelmente, devido a sobreposicdo de novos picos
sugestivos do aumento da cristalinidade desses sistemas, ou ainda, sugerindo que
houve a dispersdo do farmaco, na sua forma molecular, na matriz polimérica. Esse
comportamento € semelhante aquele observado por Pedreiro (2015), em estudos
sobre nanoparticulas poliméricas mucoadesivas a base de QS e ftalato de

hidroxipropilmetilcelulose contendo zidovudina.

Figura 13 — Difratograma de raios-X das nanoparticulas com a polimixina B (1% e 3%).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

6.3.3 Morfologia das nanoparticulas por microscopia eletrénica

de alta resolugao

A MEV-FEG é uma técnica muito utilizada para a obtencdo de informacgdes
sobre a morfologia de diversos materiais e vem sendo muito utilizada para analise e
caracterizacdo de diversos sistemas farmacéuticos. A imagem €& formada pela
incidéncia de um feixe de elétrons de alta energia na superficie do material a ser
analisado, em ambiente a vacuo, sendo parte desse feixe emitido por elétrons
secundarios ou retroespalhados, e coletado por um detector que converte este sinal
em imagem (MENESES, 2007).

Para avaliar a forma e a superficie das nanoparticulas sem e com farmaco, foi
realizada a analise por MEV-FEG, sendo as fotomicrografias obtidas apresentadas
nas Figuras 14 - 15.

A partir das fotomicrografias (Figuras 14 e 15) foi possivel verificar a formagao
de particulas de escala nanométrica, com formas regulares, esféricas e de superficie

aparentemente lisa. Além disso, foi possivel observar que a adi¢ao do farmaco nao
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alterou a morfologia das particulas, que mantiveram-se esféricas e com superficie
lisa.

Algumas particulas maiores foram observadas em todas as imagens, sugerindo
a ocorréncia de aglomeragdo das nanoparticulas devido ao processo de secagem.
Suspensdes coloidais sdo sistemas que, geralmente, apresentam uma significativa
estabilidade fisica, que é garantida pela condigédo de equilibrio entre as forgas de
atracdo e repulsdao, e em razdao do movimento Browniano (SCHAFFAZICK et al.,
2003). Entretanto, durante a secagem, as moléculas de agua podem ter provocado o
arraste das particulas, aumentando a forca de atragdo entre elas e resultando na

formacao de aglomerados.

Figura 14 — Fotomicrografias das amostras NP3 sem PB (A e B), NP3 com 1% de PB (C e D) e NP3

com 3% de PB (E e F), ambas nos aumentos de 25.000 e 50.000x, respectivamente.

e -
1lpm IQ-UNESP 7/21/2017 — 100nm IQ-UNESP 7/21/2017
X 25,000 2.00kV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:10:31 2.00kV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:06:58

—— 1pm IQ-UNESP 7/21/2017 o= 100nm IQ-UNESP 7/21/2017
X 25,000 2.00KV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:33:24 2.00kV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:36:47
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D —— lpm IQ-UNESP 7/21/2017 —_— 100nm IQ-UNESP 7/21/2017
2.00kV SEI GB LOW WD 4.7mm 3:53:21 2.00kV SEI GB LOW WD 4.7mm 3:49:58

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 15 — Fotomicrografias das amostras NP4 sem PB (G e H), NP4 com 1% de PB (l e J) e NP4
com 3% de PB (K e L), ambas nos aumentos de 25.000 e 50.000x, respectivamente.

— 1pm IQ-UNESP 7/21/2017 —_— 100nm IQ-UNESP 7/21/2017
2.00kV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:23:46 2.00kV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:23:05

1lpm IQ-UNESP 7/21/2017 — 100nm IQ-UNESP 7/21/2017
2.00kV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:45:34 2.00KV SEI GB LOW WD 4.8mm 3:44:42
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—————— 1pm IQ-UNESP 7/21/2017 — 100nm IQ-UNESP 7/21/2017
X 25,000 2.00KV SEI GB LOW WD 4.7mm 3:57:51 2.00kV SEI GB LOW WD 4.7mm 3:58:44

Fonte: Elaborado pelo Autor.

6.3.4 Avaliagcao das propriedades mucoadesivas das

nanoparticulas obtidas

Propriedades mucoadesivas sao caracteristicas que agregam importantes
vantagens aos sistemas carreadores de farmacos, quando o objetivo é aumentar a
absorcao do farmaco em uma regiao especifica, no caso o célon. O contato mais
intimo desses sistemas com a mucosa intestinal contribui para prolongamento do
tempo de permanéncia do sistema no local de ag&do, melhorando a absorgao do
farmaco e, consequentemente, a sua eficacia terapéutica.

O uso de polimeros com propriedades mucoadesivas, assim como a
concentracdo desses materiais, hidrofilia, flexibilidade das cadeias, capacidade de
intumescimento e a presengca de grupos funcionais fazem desses materiais
interessantes para garantir o sucesso na liberagao do farmaco (CARVALHO, 2009;
FIGUEIRAS et al., 2007).

O analisador de textura € um equipamento bastante utilizado para avaliar a
mucoadesado em sistemas de liberagéo. Tecido intestinal de porco foi utilizado neste
ensaio devido a sua semelhanga anatdmica e fisiolégica com o do ser humano
(KARARLI, 1995; VARUM et al., 2010).

No estudo de mucoadesao “ex vivo” foram avaliados a forgca maxima (FM) e o
trabalho de mucoadesédo (TM) dos polimeros e das nanoparticulas sem e com
farmaco, sendo os resultados apresentados na Figura 16.
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Figura 16 — Forgca maxima e trabalho de mucoades&o da goma gelana, quitosana,

nanoparticulas sem farmaco e das nanoparticulas com farmaco incorporado a 1% e 3%.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

De acordo com a Figura 16, € possivel verificar que tanto GG como a QS
apresentam importante capacidade mucoadesiva. Entre elas, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas para FM (p>0,05), entretanto, TM exibido
pela GG (p<0,05) foi maior, indicando que a GG pode ter estabelecido uma maior
interagdo com as cadeias de mucina, presentes no muco, através da teoria da
difusdo, ja que em ambiente fisioldgico, ambas, GG e mucina, estdo carregadas
negativamente. Tal comportamento também foi relatado por Panchal e
colaboradores (2012), em estudos com comprimidos mucoadesivos para
administracdo da rosuvastatina calcica utilizando gomas naturais, entre elas a GG e
a QS.

Por outro lado, a interagdao da mucina com QS pode ocorrer, primordialmente,
através da atragdo eletrostatica dos grupamentos amino da QS carregados

positivamente e os grupos negativos do acido sialico da mucina (teoria eletrdnica)
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(DA SILVA et al., 2007; DEACON et al., 2000; EDSMAN e HAGERSTROM, 2005;
FIEBRIG et al., 1995; LEE et al., 2000; HE et al., 1998; VASIR et al., 2003).

Apos a complexacao entre GG e QS (NP3 e NP4) observou-se que a FM dos
polimeros foi mantida nas amostras, uma vez que, estatisticamente, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre a FM dos polimeros em relagdo as
amostras (p>0,05). Entretanto, ambas as amostras apresentaram uma diminuigéo
significativa do TM em relagdo aos polimeros isolados (p<0,05), 0 que pode ser
atribuido a formacdo de uma estrutura com uma malha polimérica altamente
compacta, com reduzida flexibilidade das cadeias e menor quantidade de grupos
funcionais livres para estabelecer contato com as cadeias da mucina, diminuindo a
capacidade mucoadesiva dos sistemas (CRCAREVSKA et al., 2008; CARDOSO,
2014). Além disso, esse comportamento pode ser indicativo de que a CP levou a
formacao de uma estrutura mais organizada, o que corrobora com os estudos de
DRX.

Entre as amostras NP3 e NP4 ndo foram encontradas diferengas significativas
parao TM e FM (p>0,05).

De maneira geral, a presenca € o0 aumento da concentragcdo do farmaco
quando a GG estava na menor (1,5 mg/mL) ou maior (2,0 mg/mL) concentragdo nao
influenciaram de maneira significativa os parametros FM e TM (p>0,05), exceto para
a amostra de NP3 com 1% de PB, que apresentou um aumento do TM (p<0,05).

Sendo assim, as propriedades mucoadesivas dos sistemas foram evidenciadas
e tal resultado indica a capacidade dos sistemas em interagir com a camada de

muco intestinal.
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7 CONCLUSAO

Nanoparticulas poliméricas a base de GG e QS contendo ou ndo PB (1% e
3%), foram obtidas com sucesso pela técnica de CP. A adi¢do da GG a dispersao de
QS favoreceu a formagao de particulas menores (na faixa de 575,30 nm — 974,60
nm) e com elevados valores de PZ (entre 29,37 mV — 41,23 mV), indicando a
adequada estabilidade fisica dos sistemas.

Apos estudos prévios para determinar as melhores condigdes para obtencéo
das nanoparticulas, os sistemas selecionados para a incorporacdo do farmaco
apresentaram didametro médio da ordem de 550 - 650 nm e PZ superior a + 30 mV,
caracteristicas promissoras, pois podem favorecer a interacdo dos sistemas com a
mucina presente no muco colénico, ja que esta possui carga superficial negativa.

A formacdo das nanoparticulas, através das interagdes entre os grupos
funcionais -OH, -COOH e -NH; dos polieletrdlitos, foi evidenciada pela
espectroscopia no V.

A andlise de MEV evidenciou a formacédo de sistemas nanométricos com
morfologia esférica e de superficie lisa, enquanto os dados de DRX indicaram a
formacao de estruturas mais organizadas e com maior grau de cristalinidade.

A mucoadesao dos sistemas foi demostrada, indicando sua capacidade de
permanecer por mais tempo em contato com a mucosa intestinal.

Os resultados obtidos neste estudo foram favoraveis, indicando que foi possivel
o desenvolvimento de um sistema promissor com capacidade para vetorizagao de
farmacos para tratamento de doencas do cdélon, como, por exemplo, o cancer

colorretal.
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