Il CONBRACIS

Il Congresso Brasileiro de Ciéncias da Saude

Desenvolvimento de sistema nanoestruturado mucoadesivo contendo
extratos obtidos a partir de espécies do género Spondias para o tratamento
de candidiase oral

Paloma Nascimento Lima; Angelica Pereira Ribeiro; Natdlia Lira Messias; Francinalva
Dantas de Medeiros

Universidade Estadual da Paraiba — UEPB
paloma.n.lima@hotmail.com; angelyca.p07@hotmail.com; natxi_lira_messias; francinalvamedeiros@gmail.com

A Candidiase oral ¢ uma infecg¢do causada por microrganismos do género Candida, sendo a principal
espécie responsavel pela infeccdo a Candida albicans. Na microbiota normal da boca a C.albicans é o
comensal evidenciado com maior frequéncia atingindo até 70% do total de isolamentos. Para o
tratamento de afecgdes causadas por esse microrganismo ¢ utilizado o firmaco nistatina, e sua eficacia
esta relacionada com seu tempo de contato com a mucosa oral, onde se encontra o agente causador da
infeccdo. As infecgOes fungicas sdo de dificil tratamento, devido a resisténcia dos microrganismos
frente aos antifingicos, portanto, a pesquisa de plantas medicinais com atividade antimicrobiana
constitui uma importante fonte de novos compostos biologicamente ativos. A Lippia alba (Mill.) N. E.
Brown pertence a familia Verbenaceae, conhecida popularmente como erva-cidreira ¢ uma planta
utilizada na medicina popular com indicag¢des para a candidiase. Além disso, o desenvolvimento de
formulagdes que favorecam a agdo do fitocomposto favorece a sua agdo terapéutica, como no caso do
uso de quitosana, que tem se mostrado adequada para controlar a libera¢do de farmacos e por produzir
sistemas muco/bioadesivos. Sendo assim, este projeto tem por objetivo o desenvolvimento e
caracterizacdo de um gel mucoadesivo constituido de extrato vegetal hidroalcoolico de Lippia alba,
encapsulado em microparticulas de quitosana. Para esse estudo, os extratos foram obtidos utilizando
banho de ultrassom e em seguida foram rotoevaporados. Foi realizado screening fitoquimico, para
identificacdo da presenca dos principais grupos de metabolitos secundarios. Os extratos foram
submetidos a testes de atividade frente a cepa de Candida albicans, através do método de
microdilui¢do. Como resultado verificou os teores de 1,78% e 8,48% referentes a flavonoides e
polifenois, respectivamente. Foi identificado o perfil cromatografico do extrato, a ser utilizado como
impressao digital do extrato em estudo. A preparagdo de microparticulas de quitosana contendo o
extrato em estudou mostrou uma melhora de sua estabilidade térmica, melhorando as caracteristicas
tecnologicas do extrato para que este possa a vir ser utilizado na produgdo de uma formulagdo
farmacéutica mucoadesiva, o que favorece a eficacia terapéutica do extrato. Os resultados da avaliagdo
microbiologica apresentaram uma atividade antimicrobiana satisfatoria, sendo possivel a indicac¢do
desse extrato como promissor para o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico para o
tratamento de candidiase oral.

Palavras-chave: Candida albicans, Lippia Alba, Medicamento fitoterapico.

1. Introducao

Atualmente, as plantas medicinais sdo utilizadas por grande parte da populacdo
mundial, como um recurso de medicina alternativa para o tratamento de diversas
enfermidades, uma vez que em muitas comunidades, representam um recurso mais acessivel
em relacdo aos medicamentos alopaticos (Bevilacqua, 2010).

As infecgdes fungicas sdo de dificil tratamento, fato intrinsecamente relacionado a
aquisicao por parte de seus agentes etioldgicos de resisténcia frente a acdo de antifungicos

(Aragjo et al.,, 2004). As plantas podem ser constituidas de fontes uteis de substincias
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fungitoxicas, as quais, comparadas com fungicidas sintéticos, mostram-se praticamente
inofensivas para o meio ambiente, podendo até superd-las em sua acdo antimicrobiana
(Fawcett e Spencer, 1970).

A Candidiase oral ¢ uma infeccdo causada por microrganismos do género Candida,
sendo a principal espécie que causa a infec¢do, a Candida albicans, geralmente encontrada na
boca de individuos saudaveis. A espécie ¢ causadora de infec¢cdes mucocutaneas que nao
comprometem o individuo, mas também pode causar doengas invasivas, podendo envolver
quase todos os orgdos, considerado um patdogeno oportunista (Samaranayake, 1990). Na
microbiota normal da boca a Candida albicans ¢ o comensal evidenciado com maior
frequéncia atingindo até 70% do total de isolamentos (Jorge et al., 1997; Nery et al., 1994).
No entanto, outros agentes também causam a candidiase, como por exemplo: C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C parapsilosis, C. guilliermondii e C. dubliniensis (Mayer et al., 2013).

Para o tratamento de afec¢des causadas por espécies do género Candidas o farmaco
nistatina ¢ a substancia mais comumente utilizada (Brescansin, 2013). De acordo com suas
caracteristicas farmacoldgicas, a nistatina ¢ empregada para uso topico, mesmo quando usada
por via oral, desejando um efeito superficial na mucosa oral e digestiva (Epstein &Polsky,
1998).

Nesse contexto, a procura por produtos naturais com atividade antimicrobiana tem
merecido destaque, principalmente com o advento de cepas multirresistentes, além dos
inconvenientes apresentados pelos farmacos de origem sintética. Nos ultimos anos houve um
aumento do mercado mundial de fitoterapicos, seja pela busca por alternativas terapéuticas ou
devido a falta de avanco das terapias convencionais em tratar doencas cronicas ou de
fisiopatologia multifatorial.

A regido semiarida brasileira ¢ obtida como grande fonte de biodiversidade vegetal,
possuindo um arsenal de compostos que se mostram promissores para estudos
farmacoldgicos. O bioma Caatinga ¢ predominante dessa regido, apresenta diferentes tipos de
plantas bastante exploradas para o uso medicinal, devidos aos recursos terapéuticos. Diante
disso, destaca-se a espécie vegetal Lippia alba, com indicacdo pela medicina popular com
atividade antifiingica.

Dentre as formas de uso das plantas como fonte terapéutica incluem-se os chas, os
extratos brutos ou suas fragdes padronizadas em preparacdes farmacéuticas e os compostos
isolados, usados diretamente como drogas ou precursores em processos de sintese. (Rates,
2001). O ¢6leo essencial e o extrato etanodico da L. alba apresentam atividade antimicrobiana

frente a linhagens de Candidas, incentivando novas pesquisas na area farmacoldgica com
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substancias isoladas com o intuito de estabelecer o constituinte ou os constituintes quimicos
responsaveis por tal atividade. A nanotecnologia ¢ uma técnica inovadora com eficiéncia para
novas formulagdes, tornando possivel melhorar a terapia de inimeras doengas.

Além disso, ¢ importante aumentar a eficiéncia das formulagdes propostas, ¢ a
nanotecnologia vem auxiliar nessas inovagdes. Dessa forma, sistemas de liberag@o inovadores
vém sendo desenvolvidos, com destaque para os carreadores nanoestruturados, como a
quitosana. A quitosana ¢ um aminopolissacarideo biodegradavel, hidrofilico, de baixa
toxicidade e biocompativel, obtido a partir da desacetilacao alcalina da quitina, um polimero
encontrado em carapagas de crustaceos, cuticulas de insetos e parede celular de alguns fungos.
Utilizado como sistema de micro ou nanoparticulas a quitosana tem se mostrado adequada
para controlar a liberagdo de farmacos, produzir sistemas mucobioadesivos, melhorar a
absorcdo ¢ alternar as caracteristicas de biodistribuicdo de farmacos veiculados nesses
sistemas (Sarmento et al., 2007).

Sendo assim, este projeto tem por objetivo Desenvolver um gel mucoadesivo,
constituido por extrato nebulizado de plantas do género Lippia encapsulado em

microparticulas de quitosana, visando o tratamento de candidiase oral.

2. Metodologia

2.1. Amostras

Foram coletadas folhas de Lippia Alba (Mill.) N. E. Brown (Erva Cidreira) nos
municipios de Inga e Lagoa Seca, localizados na regido semidrida paraibana. As coletas foram
realizadas no periodo da manha. A amostra foi identificada pelo prof. José Iranildo Miranda
de Melo, com exsicata depositada no herbario Emanuel Arruda Camara (ACAM) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), com registro n® 833.

As folhas de L. alba foram secas em estufa de circulagdo de ar a 40°C e, em seguida,
pulverizadas em moinho de facas, na Universidade Estadual da Paraiba, campus de Lagoa

Seca.

2.2. Obtenc¢ao do extrato hidroalcéolico

Foi realizado o processo de extra¢do por esgotamento, utilizando banho de ultrassom e
alcool etilico a 96%(v/v) como solvente extrativo. As folhas foram pesadas e transferidas para
frascos, onde foi acrescentado o solvente numa propor¢ao de 50g para 250 mL de solvente. A
mistura foi submetida ao banho de ultrassom por 60 minutos, em temperatura ambiente, € em

seguida realizada filtragdo. Finalizado o processo de extracdo, o extrato foi submetido a
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retirada do solvente em evaporador rotativo a 40°C, obtendo-se, dessa forma, o extrato

hidroalcéolico bruto.

2.3. Obtencao do dleo essencial

O ¢leo essencial de L.alba foi obtido a partir das folhas da planta, utilizando-se o
método de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, por um periodo de 1 hora e 30 minutos,
apos a ebuli¢do. Foram utilizados 200g de folha fresca em 1000 mL de 4gua destilada. O 6leo
foi armazenado em frascos de vidro e acondicionado a temperatura de aproximadamente -

10°C em freezer.

2.4. Avaliacio da atividade antimicrobiana

Para a avaliacao da atividade antimicrobiana foi utilizado o 6leo essencial e o extrato
etandlico bruto (EEB), obtidos das folhas de Lippia Alba, frente as cepas padrao American
TypeCultureCollection (ATCC) de Candida albicans ATCC (18804), Candida parapsilosis
ATCC (22009), Candida guilhermondii ATCC (6260), Candida tropicalis ATCC (13803),
disponibilizadas pela fundacdao Oswaldo Cruz, e isolado clinico Candida albicans (LM P20).

A atividade antimicrobiana foi verificada pelo método de microdiluicao em caldo,
determinando-se a concentragdo inibitéria minima (CIM) do 6leo e do extrato frente aos
microrganismos citados. O ensaio foi realizado pelo método da microdilui¢do em caldo, em
microplacas de 96 cavidades, de acordo com o preconizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010). O controle positivo utilizado foi a nistatina e o controle
negativo as solugdes hidroalcoolicas utilizadas na producao do extrato, bem como o DMSO
(Dimetilsulfoxido), solvente utilizado para a solubilizagdo do extrato e para a dilui¢do do
6leo. Os in6culos fungicos foram padronizados conforme descrito na Farmacopéia Brasileira
5° edic¢ao (2010) e adicionados aos pogos. As placas foram incubadas a 25 + 0,5 °C, por 48
horas. A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragao do

extrato que inibiu o crescimento microbiano visivel, confirmado pelo corante resazurina.

2.5. Atividade citotoxica

Coletou-se 10 mL de sangue do pesquisador e este foi armazenado em tubo
heparinizado, em seguida centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente foi
separado o plasma e o conteido sedimentado, as hemadcias, foram submetido a 3 lavagens
com solucao salina.

Foi retirado 1mL da suspensdo hemadcias e adicionado em um tubo de ensaio contendo

19 mL de solugdo salina. Finalizado esse processo, em tubos diferentes foi adicionado 100 pL
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da solucdo do extrato hidroalcoolico nas concentragdes de 1; 2,5 ¢ 5 mg.mL'l, logo em
seguida, foi adicionado 100 pL da suspensdo de hemécias, os tubos foram incubados a 37°C
durante 1 hora.

Antes de realizar a leitura, as amostras foram submetidas novamente a uma
centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos. Em seguida foi adicionado o conteudo em uma
microplaca com 96 pogos, cada concentracdo foi colocada em triplicata, como padrio
negativo foi utilizado suspensdo de hemacias com DMSO a 10% e como padrdo positivo
utilizou-se solu¢do de acido acético a 2% com a suspensdo de hemadcias. A leitura foi
realizada utilizando um leitor de placas (ELISA) de modelo EZ READ 2000, num
comprimento de onda referente a 510 nm. A amostra branco da analise foi a solucdo de
extrato juntamente com DMSO a 10%, apos a obten¢@o dos resultados realizou-se o calculo

do IC50.

2.6. Triagem Fitoquimica
2.6.1 Teste de identificacdo de taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2mL do extrato hidroalcoodlico foi adicionado 5 mL
de 4agua destilada e algumas gotas de cloreto férrico a 2%. Para a reagdo ser considerada
positiva, observa-se a formagdo e a coloracdo de precipitados. A colora¢dao verde indica a
presenca de taninos condensados enquanto que a azul, indica a presenca de taninos

hidrolisaveis.

2.6.2 Determinacio do teor de polifendis totais

Para a determinacdo de polifenodis totais, utilizou-se a metodologia descrita por
Chandra e Mejia (2004), com modifica¢des. Dessa forma, numa microplaca de 96 cavidades
adicionou-se 50 pL da solugdo de extrato €50 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 1N, e foi
deixada em repouso por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se 100 pL. de uma solugdo aquosa
de Na,COs a 20%. A solugdo foi incubada por mais 10 minutos e as absorbancias foram
medidas utilizando um leitor de microplacas (ELISA) num comprimento de onda de 757 nm,
em triplicata. A amostra branco foi preparado com todos os reagentes, exceto a amostra.

O teor de polifendis totais foi determinado pela interpretacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrao de acido galico que foi
preparada pela dissolu¢do de 10 mg do padrio em 100 mL de agua destilada. Depois

depreparada essa solugao foram preparadas as dilui¢des em triplicata, de modo a obter as
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seguintes concentragdes; 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40ug.mL’1 , € expresso por

miligramas equivalentes de 4cido galico por grama de extrato.

2.6.3 Determinacao do teor de flavondides

O teor de flavondides foi determinado utilizando a metodologia de Meda et AL
(2005). A amostra foi diluida numa propor¢ao de lmg.mL'lem metanol. Foi acrescido 100 pL
da solucdo do extrato a 100 pL. de uma solucdo em metanol de AICIl; a 2% (p/v) numa
microplaca de 96 pogos. O composto permaneceu em repouso por 10 minutos, em seguida foi
realizada a leitura da absorbancia utilizando comprimento de onda de 415 nm. O branco da
analise foi dado por 100 pL de metanol juntamente com 100 pL de AlICls a 2% em metanol.

Os testes foram realizados em triplicata, e para o calculo do doseamento foi utilizada a
curva padrdo de quercetina que foi preparada numa propor¢ao de 10 mg de quercetina em 100
mL de metanol. Em seguida essa solucdo foi submetida a diluicdes em triplicata no qual
obteve solugdes de quercetina nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 ¢
30ug.mL”. Os teores de flavondides foram expressos em miligramas equivalentes de

quercetina.

2.7 Caracterizag¢ao cromatografica

Para a analise utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato de
L. alba utilizou-se um cromatdgrafo liquido. Foi utilizada uma coluna empacotada com
octadecilsilano (Phenomenex, Gemini C-18, 250 mm x 0,46 mm, 5um). A fase mével que
forneceu melhor seletividade ao método foi constituida de um gradiente de metanol: acido
acético 0,1%, iniciando com 10% de metanol até 3 min, indo até 90% de MeOH em 35 min, e
retornando a 10% de MeOH até 38 min. As andlises foram realizadas em temperatura
controlada (30°C), utilizando um fluxo de 1 mL.min”, volume de injecio de 20pL.
Comprimento de onda de 270 nm. Todas as amostras foram filtradas com filtros de seringa

0,45um de diametro.

2.8 Obtencio das Microparticulas

Foi utilizado uma solucdo de quitosana a 1% (m/v), preparada a partir de uma solugdo
aquosa de acido acético a 1% (v/v), em uma propor¢do de 3 partes do extrato para 1 da
solucdo (3:1 v/v). A solugdo foi seca em um aparelho Spray Dryer produzindo as
microparticulas, com temperatura de entrada do ar de 100 °C e vazdo do ar comprimido de
45L.h-1,vazdo de bomba peristaltica foi de 0,40 mL.min" e vazdo de ar de secagem de 4,5

Lhl.
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2.9 Analise termogravimétrica / analise termogravimétrica derivada

As curvas calorimétricas obtidas por e analise térmica diferencial (DTA) foram
realizadas utilizando um DTG-60 (Shimadzu). Amostras foram aquecidas em uma taxa de
aquecimento de 10 °C.min-1, com uma variagdo de temperatura de 25 °C a 450 °C por 45
minutos, em uma atmosfera de nitrogénio. As amostras foram acondicionadas em um cadinho

de alumina, contendo aproximadamente 7 mg de amostra.

3. Resultados e Discussao

3.1 Screening Microbiolégico

A Tabela 1 mostra os resultados de analise do 6leo essencial de Lippia alba frente a
microrganismos do género Candida.

Tabela 1. Atividade antifingica do dleo essencial de L. Alba frente a cepas de Candida spp.

Amostra CIM (mg.mL™")

C.al C.a2 C.p C.k C.t
OE2 NA NA 0.5 0.0078 0.0156
OE3 0.75 0.1875 0.75 0.0117 0.0117

OE2: 6leo essencial a ng.mL'l; OE3: 6leo essencial a 3 mg.mL'l; C. a 1: Candidaalbicans clinica; C.
a 2: Candidaalbicans ATCC; C. p: Candidaparapsilosis ATCC; C. k: Candidakrusei ATCC; C. t:
Candidatropicalis ATCC.

A tabela 2 mostra os resultados referentes a analise microbiologica dos extratos
etanolicos e hidroalcoolicos de L. alba, frente a Candida albicans ATCC.

Tabela 2. Atividade antifingica dos extratos de Lippia alba frente Candida albicans.

Amostra CIM (mg. mL™"
Extrato etanolico 0.5000
Extrato hidroalcoolico 50% 0.5000

De acordo com os dados obtidos, observa-se que os extratos etandlico e
hidroalcoodlico, mostraram-se eficazes no combate frente a Candida albicans, considerada o

principal microrganismo causador da patologia em estudo.
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O oleo essencial de Lippia alba apresentou excelente eficacia na inibicdo do
crescimento das leveduras submetidas ao ensaio. A atividade contra leveduras do o6leo
essencial da L. Alba (citral e mirceno-citral) j4 foi estudada e sua acdo antifungica ja foi
confirmada contra patogenos humanos, como C. albicans, C. guilhermondi, C. parapsilosis,
C. neoformans e Trichophytumrubrum, segundo Oliveira e colaboradores (2006). Estudo
realizado por Duarte e colaboradores (2005) referiram a atividade antifungica do o6leo
essencial da Lippia alba, na qual obteve resultado eficaz, inibindo o crescimento da Candida

albicans.

3.2 Determinacao da citotoxicidade

A leitura da citotoxicidade foi no equipamento ELISA, que logo em seguida obteve-se
a equagao da reta: Y=2,5664x-2,38, no qual apresentou um coeficiente de correlagao referente
a R’=0,9982 e um IC50=2,32mg.mL'1. Sabendo-se que as concentragdes utilizadas do extrato
foram 1;2,5¢ 5 mg.mL’l, foi observado que a dose segura para utilizagdo do extrato foi de
2,5 mg.mL'l.

Em laboratoérios, a verificacdo de hemolise in vitro, vem sendo empregado
constantemente em pesquisas de toxicidade em plantas medicinais. Este teste ¢ biologico e ¢
utilizado para toxicidade aguda, que normalmente ¢ considerado essencial como estudo
preliminar na determinagdo de compostos com propriedades bioldgicas. A maioria das plantas
em doses elevadas ¢ toxica por isso se torna necessario a determinacdo da toxicidade dos

extratos (Kalegariet al., 2011).

3.3 Caracterizacao fitoquimica

A reacdo do extrato com cloreto férrico, para a determinacdo de taninos, nao
promoveu a mudanga de coloragdo, dessa forma, constata-se que ndo ha presenca de taninos
condensados no extrato de L. Alba.

O teor de flavonoides e polifendis do extrato de L. Alba foi de 1,78% e 8,48%
respectivamente, verificando que os compostos bioativos podem sofrer variagdes de acordo

com a época de colheita.

3.4 Analise cromatografica

O extrato foi submetido a analise cromatografica por CLAE a fim de investigar a
presenga de alguns polifendis, devido ao que foi observado na caracterizagao Fitoquimica. A
figura 2 apresenta o cromatograma do extrato de L. alba, que pode ser utilizado como

impressao digital do extrato, no comprimento de onda de 270 nm.
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Figura 2. Cromatograma do extrato de de L. alba, no comprimento de onda de 270 nm.
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O cromatograma obtido foi comparado com o de quatro diferentes padrdes da classe

dos polifendispara avaliar sua presenga. A presenca de compostos, acido caféico (figura 3),

catequina (figura 4), rutina (figura 5) e quercetina (figura 6), foi investigada através da

compara¢do dos tempos de retengdo das respectivas amostras padrdo com as

solucdes das

amostras de L. alba. Além disso, foi comparado os espetros de UV dos padrdes analisados

com demais picos apresentados nas amostras, ndo encontrando nenhuma correlagao entre os

compostos avaliados e os constituintes encontrados nas amostras da planta.

Figura 3. Cromatograma do padrao de 4cido caféico, no comprimento de onda de 270 nm.
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Figura 4. Cromatograma do padrdo de catequina, no comprimento de onda de 270 nm.
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Figura 5. Cromatograma do padrao de rutina, no comprimento de onda de 270 nm.
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Figura 6. Cromatograma do padrdo de quercetina, no comprimento de onda de 270 nm.
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3.5 Analise térmica diferencial
As curvas calorimétrica de DTA do extrato de L. alba, da quitosana e das
microparticulas obtidas por Spray Dryer, podem ser visualizadas na figura 7. Os picos de cada

evento estdo descritos na tabela 3.

Figura 7. Curva de DTA do extrato ¢ da quitosana.
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Tabela 3. Dados da curva de DTA.

Temperatura (°C) Pico AH: (J/g) Evento
Extrato de L. Alba
111,59-144,12 121,31 237,92 Endotérmico
412,74-422,44 418,70 16,51 Endotérmico
Quitosana
145,55-158,91 148,87 248,78 Endotérmico
286,36-321,93 303,41 235,51 Exotérmico
Microparticulas
64,18-124,52 100,34 867,48 Endotérmico
285,51-322,61 274,38 179,94 Exotérmico

As microparticulas de quitosana contendo o extrato vegetal utilizado apresentaram
perfil térmico semelhante ao do extrato analisado isoladamente, o que pode indicar que parte
deste encontra-se adsorvido as particulas de quitosana, sendo necessario um prévio preparo da
amostra antes da andlise, porém foi evidente a observacao do aumento da estabilidade térmica

do extrato quando incorporado as microparticulas de quitosanas.

4. Conclusoes

Os resultados obtidos mostram a capacidade do extrato vegetal de Lippia alba em
apresentar eficicia na inibigdo do microrganismo Candida albicans, validando
cientificamente seu potencial antifungico. Ademais o extrato das folhas de L alba
apresentaram uma quantidade significativa de teor de flavanoides e polifendis totais, sendo
possivel a padronizacdo do extrato com base na sua caracterizacdo cromatografica. A
preparagao de microparticulas de quitosana contendo o extrato em estudou mostrou uma
melhora de sua estabilidade térmica, melhorando as caracteristicas tecnologicas do extrato
para que este possa a vir ser utilizado para a produ¢do de um medicamento fitoterapico, além
de permitir o desenvolvimento de uma formulagdo mucoadesiva que favorece a eficacia
terapéutica do extrato. Dessa forma, este estudo aponta a importancia de investigar o potencial
antimicrobiano do extrato das folhas de L. alba frente a Candida albicans a fim de se

desenvolver um fitoterapico para o tratamento da patologia em estudo.
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