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Resumo

Actualmente, os sistemas de veiculacdo de farmacos sdo uma area da farmacologia de
grande importancia. A capacidade de melhorar a utilizacdo de farmacos, no que diz
respeito as suas limitagdes terapéuticas, € fundamental para a evolucdo do tratamento de
diversas patologias. Os polihidroxialcanoatos s&o um grupo de biopolimeros produzidos
por uma grande variedade de microrganismos, como reserva de carbono e energia. As
suas caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e possibilidade de
modificagdo das suas propriedades tém vindo a despertar um grande interesse em
diversas aplicacBes medicas, incluindo a veiculagdo de farmacos. Neste trabalho serdo
abordadas as diferentes propriedades deste grupo de polimeros assim como as suas

aplicacdes na area da veiculacdo de farmacos.

Palavras-chave: polihidroxialcanoatos; biopolimeros; biossintese; veiculacdo de

farmacos






Abstract

Nowadays, drug delivery systems are an important field of pharmacology. The ability to
improve the application of different drugs, concerning their therapeutical restraints, is
fundamental to the development of the treatment of several pathologies.
Polyhydroxyalkanoates (PHA) are a class of biopolymers synthesized by a number of
microorganisms, as a carbon and energy storage compound. PHA's biodegradability,
biocompability and capability of modification have developed a great interest in
multiple medical applications, including drug delivery systems. This paper will adress
the different properties of this group of biopolymers as well as their application in drug

delivery systems.

Keywords: polyhydroxyalkanoates; biopolymers; biosynthesis; drug delivery

systems
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Introducao

1. Introducao

O estudo de sistemas de veiculacdo de farmacos tem sido intenso nos ultimos anos
devido a necessidade de potenciar os efeitos terapéuticos de diversos farmacos (Kim,
Lee, Kim & Kim, 2009). O design de sistemas de veiculagcdo de farmacos controlada é
uma linha de farmacologia promissora e de rapida evolugdo (Shishatskaya, Goreva,
Kalacheva & Volova, 2009).

Os biopolimeros s8o uma das possiveis solu¢fes para substituir alguns polimeros
extraidos do petroleo (Chanprateep, 2010). Embora alguns polimeros biodegradaveis
sintéticos tenham sido desenvolvidos para aplicagdes médicas, o uso de polimeros
biodegradaveis naturais mantém-se atractivo devido a sua abundéancia na natureza, boa
biocompatibilidade e capacidade de serem modificados (Errico, Bartoli, Chiellini &
Chiellini, 2009).

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo os bioplasticos microbianos mais produzidos
mundialmente e tém sido propostos como sendo um dos biopolimeros fisiologicamente
mais importantes juntamente com os poliisoprendides, polipéptidios, polissacaridos e
polinucledtidios. As suas propriedades permitem a sua utilizacdo na veiculacdo de
farmacos e em aplicacbes médicas, entre outras (Lee et al., 2011; Suriyamongkol,
Weselake, Narine, Moloney & Shah, 2007).

Os PHA tém sido investigados nas areas da microbiologia, biologia molecular,
bioquimica, engenharia quimica e biolégica e investigacdo médica. Foram
desenvolvidas aplicacbes de PHA como bioplasticos, biomateriais de implante,
farmacos e biocombustiveis. Nos ultimos 10 anos, os PHA tém sido desenvolvidos
rapidamente para encontrar aplicacdes em varias areas. Tal diversidade permitiu o
desenvolvimento de varias aplicacdes, incluindo plasticos biodegradaveis, fibras,
implantes biodegradaveis e biocompativeis e veiculadores de farmacos com libertacdo
controlada (G.-Q. Chen, 2010).
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Polihidroxialcanoatos

2. Polihidroxialcanoatos

Os PHA séo uma classe de poliésteres alifaticos produzidos por uma grande diversidade
de microorganismos. Representam um grupo de compostos de reserva de carbono e
energia (Chanprateep, 2010). Séo os unicos bioplasticos completamente sintetizados por
microorganismos (G.-Q. Chen, 2010; Demarco, 2005). Este grupo de poliésteres, que
pode ser constituido por mais de 150 monomeros diferentes, apresenta uma panoplia de
propriedades e funcionalidades (Chanprateep, 2010; Feng, Yoshie & Asakawa, 2004).
Os PHA sédo considerados uma potencial alternativa renovavel aos plasticos obtidos
através do petroleo (Sudesh, Bhubalan, Chuah & Kek, 2011). Na Figura 1 esta

exemplificada a acumulacdo deste polimero no interior de bactérias.

Figura 1 - Acumulacdo de PHA no interior de bactérias (a barra representa 0,5 um). Adaptado de
Sudesh, Abe & Doi ( 2000).

Diferentes composi¢des proporcionam polimeros com propriedades fisicas variadas
(Wu, Wang & Chen, 2009), sendo algumas comparadas com as propriedades de
plasticos convencionais (Tokiwa & Calabia, 2004). Propriedades como a
biocompatibilidade e biodegradabilidade tém sustentado o interesse neste grupo de
polimeros nas Gltimas décadas (Grage, Jahns & Parlane, 2009). Os PHA diferem dos
polimeros sintetizados quimicamente como o polietileno e o polipropileno pela sua
biosintese a partir de fontes renovaveis e pela sua facil biodegradabilidade tanto em
condicGes aer6bias como em condicGes anaerdbias, por microorganismos que se
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encontram no solo, agua, entre outros habitats (Chanprateep, 2010; Demarco, 2005;
Jendrossek & Handrick, 2002).

E considerado que a natureza bioldgica e biodegradavel dos PHA possa vir a ter
vantagens a longo prazo de reduzir a acumulagdo de residuos dos plasticos,
aquecimento global, poluicdo e dependéncia de combustiveis fosseis (Sudesh et al.,
2011). Embora a substituicdo dos plasticos derivados do petroleo por bioplasticos,
produzidos a partir de fontes renovaveis, seja um objectivo a longo prazo, esta ainda ndo
é possivel devido aos seus custos de producédo actuais. No entanto, os PHA continuam a
representar uma classe de polimeros com enorme potencial na area das aplicacOes

médicas, incluindo a veiculacdo de farmacos (Zinn, Witholt & Egli, 2001).

O primeiro PHA a ser conhecido, o poli-3-hidroxibutirato (P3HB), foi descoberto e
extraido durante os anos 20 do interior de células de Bacillus megaterium por um
cientista francés, Maurice Lemoigne (Philip, Keshavarz & Roy, 2007; Wampfler,
Ramsauer & Rezzonico, 2010). Embora esta descoberta tenha sido feita relativamente
cedo no século passado, a maioria dos PHA conhecidos actualmente s foram
descobertos a partir dos anos 80 (Williams & Martin, 2002).

Hoje sdo conhecidos mais de 90 géneros de diferentes bactérias onde é possivel
encontrar PHA (D. Y. Kim, Kim, Chung & Rhee, 2007). A comercializagdo do P3HB
teve inicio nos anos 60 (Philip et al., 2007; Wampfler et al., 2010) .No entanto, embora
tenha sido o P3HB a desencadear o interesse neste tipo de polimeros, as suas
caracteristicas, tais como a sua estrutura altamente cristalina e rigida, tornam-no um
polimero fragil e pouco elastico, ndo tendo propriedades adequadas para determinadas
aplicacdes préaticas. Este facto limita o tipo de aplicacdes possiveis e diminuiu algum do
interesse inicial (Feng et al., 2004; Tsuge, 2002).

O polimero BIOPOL® (um copolimero de 3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato,
(P3HB3HV)), que surgiu nos anos 80, melhorou as caracteristicas apresentadas pelo
P3HB, apresentando-se como um polimero mais resistente e flexivel (Philip et al.,
2007).

O aparecimento destes dois polimeros promoveu o0 seu estudo como biomateriais para
aplicacdes médicas. O interesse para este tipo de aplicagdes tem sido crescente e € a

"Tepha inc." que nos dias de hoje lidera a tecnologia no que diz respeito a polimeros
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como os PHA e a sua aplicacdo em variados dispositivos médicos (Philip et al., 2007;
Williams & Martin, 2002).

Apenas alguns PHA s&o, actualmente, produzidos em larga escala, sendo o P3HB,
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxihexanoato) (P3HB3HHX) os principais (Chanprateep, 2010). A producdo de
novos polimeros de PHA tem sido estudada, como é o caso do poli(3-hidroxioctanoato-
co-3-hidroxihexanoato) (P3HO3HHXx), o poli-4-hidroxibutirato (P4HB) e o poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (P3HB4HB) (Williams & Martin, 2002).

A estrutura geral de um polimero de PHA esta representada na Figura 2. Esta estrutura
repete-se entre cem a algumas milhares de vezes por polimero e dependendo do radical
substituto (grupo metilo, etilo, propilo, etc.) diferentes polimeros sdo formados (H. Wu,
Sheu & Lee, 2003).

T
H| —O-CH-(CH,);C-| OH

Figura 2 — Estrutura quimica geral de um polimero de PHA produzido em bactérias. Adaptado de
H. Wu et al. (2003).

Os PHA estdo agrupados trés classes, dependendo do nimero de atomos de carbono do
mondmero: os PHA de cadeia curta (short chain length, sclPHA) cujos monémeros
contém 4-5 aomos de carbono; os PHA de cadeia média (medium chain length,
mclPHA), com 6-14 dtomos de carbono; e os PHA de cadeia longa (long chain length,
IcIPHA), com 15 ou mais atomos de carbono (Jendrossek & Handrick, 2002; Koller,
Salerno, Dias, Reiterer & Braunegg, 2010; Tsuge, 2002; Wampfler et al., 2010; Zinn et
al., 2001). A dltima classe referida deste polimero ainda s6 foi obtida através de
producdo in vitro (Koller et al.,, 2010). Alguns dos polimeros formados estdo

representados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Possiveis polimeros formados por diferentes radicais. Adaptado de Wu et al. (2003) e
Reemmer (2009)

N Substituto do Radical Nome do Polimero
Hidrogenio Poli-3-hidroxipropionato (P3HP)
Metilo Poli-3-hidroxibutirato (P3HB)
Etilo Poli-3-hidroxivalerato (P3HV)
1 Propilo Poli-3-hidroxihexanoato (P3HHX)
Pentilo Poli-3-hidroxioctanoato (P3HO)
Hexilo Poli-3-hidroxinonanoato (P3HN)
Heptilo Poli-3-hidroxidecanoato (P3HD)
Octilo Poli-3-hidroxiundecanoato (P3HUD)
2 Hidrogénio Poli-4-hidroxibutirato (P4HB)
3 Hidrogenio Poli-5-hidroxivalerato (P5HV)

Homopolimeros, copolimeros aleatdrios e copolimeros em bloco de PHA podem ser
produzidos dependendo das espécies bacterianas e condicdes de crescimento (G.-Q.
Chen, 2010). As propriedades fisicas e térmicas de copoliésteres microbiais podem ser
reguladas variando a sua estrutura molecular e composicdo monomeérica (Feng et al.,
2004). Com a modificacdo quimica ou com a criacdo de copolimeros é possivel obter
materiais com grande diversidade de propriedades (Grage et al., 2009). Os copolimeros
em bloco consistem na repeticdo de regides poliméricas ligadas covalentemente entre
elas, permitindo conjugar as propriedades individuais dos polimeros utilizados e dando
origem a novas propriedades que sé desta forma sdo possiveis (Philip et al., 2007). De

seguida a biossintese destes e dos PHA em geral sera abordada.
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3. Biossintese de PHA

Os PHA sédo um grupo de compostos de reserva de carbono e energia que Sao
acumulados por diversas bactérias. Na maior parte dos casos o poliéster é acumulado
em meios com excesso de fontes de carbono e falta de um nutriente essencial, por
exemplo o azoto, o fésforo ou 0 magnésio. Os PHA sdo depositados intracelularmente
na forma de corpos de inclusdo (granulos de PHA) e podem corresponder até 90% do
peso seco da célula (Grage et al., 2009; Jendrossek & Handrick, 2002). Esta separacao
do PHA do resto do lumen celular permite que a pressdo osmotica no interior da célula
ndo seja afectada (Zinn et al., 2001). O ndmero e o tamanho dos granulos por célula

variam conforme o tipo de bactéria (Grage et al., 2009).

Na superficie dos granulos de PHA ¢é possivel encontrar proteinas especificas, em maior
nimero do que seria necessaria necessario para a sintese de PHA (Jendrossek, 2009).
Embora a estrutura dos granulos de PHA (Fig.3) ndo esteja totalmente determinada, 0s
seus principais constituintes sdo uma monocamada fosfolipidica associada a varias
proteinas tais como as polimerases (ou sintases) de PHA, despolimerases, proteinas
estruturais (phasins ou PhaP) e proteinas reguladoras; e um nucleo hidrofébico de
poliésteres (Grage et al., 2009; Loo & Sudesh, 2007).

Estes granulos demonstraram ser estruturas complexas e organizadas e ndo apenas
simples inclusbes poliméricas, com uma membrana sensivel a stress quimico e fisico
(Jendrossek, 2009). O PHA dentro destes granulos encontra-se na forma nativa, num
estado amorfo sendo que as suas moléculas estdo mdveis. No entanto, 0 PHA em
granulos danificados abandona a sua forma nativa passando para um estado cristalino,
adaptando uma estrutura helicoidal organizada (Jendrossek & Handrick, 2002). Em
relacdo a formacdo destes granulos, na literatura actual, tém sido descritos dois
modelos, o micelar e o de budding (Grage et al., 2009; Rehm, 2007).

O modelo micelar parte do principio de que a PHA polimerase se encontra presente no
citoplasma. Sendo uma enzima hidrofilica, ao produzir a cadeia de PHA (que €
hidrofébica) forma uma cadeia anfipatica. Com o aumento de producdo destas cadeias,
estas agregam-se numa estrutura micelar. Os restantes constituintes da parte externa do

gréanulo sdo depois incorporados a medida que este vai aumentando o seu tamanho
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(Rehm, 2007). Este modelo € suportado pelo facto de ser possivel produzir gréanulos de

PHA in vitro na auséncia de membrana celular (Grage et al., 2009).

As Ultimas evidéncias tém, no entanto, suportado o modelo de budding que defende que
a polimerase de PHA se encontra presente na parte interior da membrana celular (seja
por defeito ou assim que inicia a polimerizacdo). Desta forma a sintese de PHA ¢
efectuada no espaco intramembranar onde as cadeias se acumulam até que as inclusdes
de PHA, rodeadas de uma monocamada fosfolipidica, se separam da membrana
formando o granulo (Grage et al., 2009; Rehm, 2007).

Proteina estrutural
l PHA polimerase

- ‘/ Proteina reguladora

Depolimerases

Fosfolipidos

300 - 500 nm

Figura 3 — Estrutura de um granulo de PHA e seus constituintes. Adaptado de Grage et al. (2009).

Ao longo da ultima década a biossintese de PHA tem vindo a ser melhor compreendida.
A enzima chave para a biossintese do PHA é a polimerase de PHA. Esta enzima
polimeriza monémeros de 3-hidroxiacilo-CoA em poliésteres com a libertagdo da
coenzima A. Um dos componentes essenciais para a biossintese de PHA é um dos
substratos utilizados para formar o 3-hidroxiacilo-CoA — a acetil-CoA — outros
substratos provém, por exemplo, da B-oxidacdo de acidos gordos. Actualmente é
possivel resumir a biossintese de PHA em oito diferentes vias dependendo da bactéria e
da fonte de carbono que esta utiliza. Diferentes organismos sdo capazes de utilizar
diferentes vias, utilizando diferentes precursores para produzir 3-hidroxiacilo-CoA e
diferentes classes de polimerases para produzir polimeros de PHA (G.-Q. Chen, 2010;

Grage et al., 2009). As polimerases de PHA estdo divididas em quatro classes
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diferentes, consoante o seu tamanho, subunidades que a compdem e a sua especificidade
de substratos. As polimerases de classe | e classe Il s&o ambas constituidas pela mesma
subunidade (PhaC) mas tém especificidades de substratos diferentes, enquanto que a
primeira produz preferencialmente sclPHA e o segundo mcIPHA. Em relacéo as classes
Il e 1V, ambas produzem sclPHA mas sdo compostas por diferentes subunidades,
classe 11l constituida por PhaC e PhaE e a classe IV constituida por PhaC e PhaR
(Quillaguaman, Guzmén & Van-Thuoc, 2010; Thomson, Roy, Summers & Sivaniah,
2009).

Os PHA podem também ser sintetizados por métodos quimicos. Sendo que a biossintese
de PHA leva a um peso molecular mais elevado quando comparado com os métodos
quimicos. No entanto, ndo permite muito controlo sobre as estruturas dos monémeros
dos polimeros de PHA; a especificidade da PHA polimerase influencia os mondémeros
incorporados no polimero (G.-Q. Chen, 2010).

Na maior parte das bactérias que naturalmente acumulam PHA, a sintese de PHA
consiste em duas fases; uma fase de crescimento celular e outra de fase de producédo de
PHA. A primeira consiste na utilizacdo de um meio de cultura, enriquecido
nutricionalmente, que promove o crescimento bacteriano. A fase de produgéo de PHA
propriamente dita baseia-se num meio de cultura, em que o crescimento bacteriano esta
limitado pela restricdo de diversos nutrientes necessarios para a multiplicacdo celular,
como 0 oxigénio, azoto, fésforo ou magnésio, que promove as vias metabdlicas de
sintese PHA (Chanprateep, 2010; da Silva, Gomez, Rocha, Taciro & Pradella, 2007;
Suriyamongkol et al., 2007). Hoje em dia, o fornecimento de nutrientes é feito de uma
forma automatica, uma vantagem em relacédo a producédo classica. No entanto o processo
de producdo pode ser ainda mais rentabilizado adoptando-se sistemas de producdo
continua. Neste caso, as paragens para processos de limpeza e enchimento do bioreactor
sdo muito menos frequentes do que nos processos descontinuos, sendo o

desenvolvimento destes sistemas de grande interesse comercial (Koller et al., 2010).

Sendo que a fonte de carbono utilizada na sintese de PHA é um dos principais factores
responsaveis pelo elevado custo de producdo deste polimero, torna-se importante uma
seleccdo adequada deste tipo de recursos. No entanto a escolha de fontes de carbono néo
se deve focar apenas no preco de mercado das mesmas, mas também em recursos

renovaveis e de ampla disponibilidade (Chanprateep, 2010; Sudesh et al., 2011).
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Entre as fontes de carbono mais utilizadas estdo agucares puros como a glucose e a
sacarose, tendo sido a producdo a partir destes j& optimizada (Tsuge, 2002). A utilizacao
de outras fontes de carbono, como o amido, alguns alcoois (metanol, etc.), residuos
industriais e agricolas, tém sido consideradas, entre outras, para uma producao
industrial (Cavalheiro, de Almeida, Grandfils & da Fonseca, 2009; Chanprateep, 2010;
Tsuge, 2002). No caso do amido, apesar de ser um recurso abundante, as bactérias
apresentam limitagdes de crescimento diminuindo a sua produtividade. Para além disso,
a necessidade de métodos que o processem, de forma a ser utilizado pelo metabolismo
das bactérias, tornam o custo de utilizacdo desta fonte de carbono relativamente
elevado. Em relacdo ao alcool, como se trata de uma fonte de carbono estéril, a sua
utilizagdo preveniria contaminagGes. No entanto, este recurso tornou-se importante
como uma energia alternativa, tendo o interesse deste recurso para a utilizacdo na
sintese de PHA diminuido (Chanprateep, 2010).

Os oOleos de plantas tém sido investigados e foram identificados como sendo bastante
atractivos para a produgdo de PHA. Devido a sua mistura complexa de triglicéridos e
acidos gordos, estes tém, teoricamente, um maior rendimento na producdo de PHA
qguando comparadas com outros substratos testados como os agucares, por exemplo
(Sudesh et al., 2011). Outra vantagem dos 6leos de plantas é o facto de serem uma fonte
de carbono renovavel e de baixo custo. No entanto, apresenta desvantagens relacionadas
com a taxa de crescimento das bactérias que sdo capazes de transformar este tipo de
fontes de carbono em PHA. Este facto limita a sintese de PHA pois a quantidade de
polimero obtida ndo é ainda suficiente para uma producdo industrial rentavel. Sendo,
portanto, necessario o desenvolvimento de melhores técnicas de fermentacdo e de
estirpes bacterianas capazes de utilizar 6leos de plantas como fontes de carbono (Tsuge,
2002). Entre os diversos tipos de 6leos de plantas, o 6leo de palma é um dos mais
rentaveis (Sudesh et al., 2011).

A escolha do microorganismo para producdo industrial de PHA varia dependendo de
factores que incluem a capacidade celular de utilizar fontes de carbono de baixo custo, o
custo do meio de cultura, a taxa de crescimento, a taxa de sintese do polimero, a
qualidade e quantidade de PHA e o custo de processos subsequentes. Embora mais de
300 microorganismos sintetizem PHA, incluindo bactérias tanto Gram positivas como
negativas, apenas algumas tais como a Cupriavidus necator (anteriormente conhecida

como Ralstonia eutropha ou Alcaligenes eutrophus), a Alcaligenes latus, a Azotobacter

26



Biossintese de PHA

vinelandii, a Pseudomonas oleovorans, a Paracoccus denitrificans, a Protomonas
extorquens e Escherichia coli recombinante s&o capazes de produzir PHA em
quantidade suficiente para producdo em larga escala (Chanprateep, 2010; Quillaguaman
et al., 2010; Rodriguez-Carmona & Villaverde, 2010). A bactéria Cupriavidus necator €
um exemplo classico de uma bactéria produtora de sclPHA, como o P3HB. Em relacdo
a bactérias produtoras de mcIPHA, as mais estudadas sdo a Pseudomonas oleovorans e
a Pseudomonas putida, sendo que varias espécies de Pseudomonas tém a capacidade de
acumular este tipo de polimero (Chen, 2010; Zinn et al., 2001). A utilizacdo de culturas
de apenas uma bactéria apresenta a desvantagem do seu elevado custo do equipamento
de fermentacdo e condicOes de esterilidade, essenciais para obter culturas com o grau de
pureza necessario (Green, 2010). A utilizacdo de bactérias que produzem PHA
naturalmente permite uma acumulacédo elevada deste polimero, no entanto apresenta na
maioria dos casos um tempo de crescimento celular longo e uma dificil extraccdo do
polimero do interior das células. Estas caracteristicas destas bactérias limitam a sua

utilizagdo numa escala industrial (Suriyamongkol et al., 2007).

Com o isolamento das enzimas e genes responsaveis pela producdo de PHA foi possivel
produzir PHA in vivo através de organismos transgénicos. Com esta tecnologia, é
possivel seleccionar o organismo produtor, como € o caso da E. coli K12, uma bactéria
muito bem caracterizada e ja largamente utilizada pela biotecnologia (Williams &
Martin, 2002). Através da utilizacdo de E. coli recombinante que expresse 0s genes
responsaveis pela biossintese de PHA é possivel obter granulos de PHA bastantes
similares aos produzidos naturalmente (Thomson et al., 2009). A utilizacdo desta
bactéria permite a sua manipulacdo genética, um rapido crescimento celular, o uso de
fontes de carbono pouco dispendiosas e uma elevada densidade celular final. Uma
grande vantagem da utilizacdo deste tipo de bactérias é o aumento de rendimento de
polimero produzido quando comparado com outras bactérias (Chen, 2009; Green,
2010). Com bactérias recombinantes é possivel sintetizar copolimeros constituidos por
mondmeros de sclPHA e mcIPHA, como é o caso do P3HB3HHXx (Li, Zhang & Qi,
2007; K Sudesh, Abe & Doi, 2000).

A sintese de PHA em sistemas de células eucariotas é uma alternativa que pode vir a
reduzir os custos de producdo deste polimero. Sistemas de plantas e fungos tém sido
estudados como alternativas aos métodos de producdo actuais (Abd-El-Haleem, 2009;

Reemmer, 2009; Suriyamongkol et al., 2007). Embora o uso destes métodos ainda

27



Aplicacdo dos polihidroxialcanoatos produzidos por via bioldgica em sistemas de veiculagéo de farmacos

necessite de ser melhorado e melhor compreendido para que possa competir com as
actuais bactérias utilizadas (Abd-El-Haleem, 2009; Tokiwa & Calabia, 2004), a
utilizagdo de plantas apresenta vantagens que continuam a promover o Seu estudo
(Reemmer, 2009; Suriyamongkol et al., 2007). A utilizacdo de plantas como sistemas
producdo de PHA apresenta a vantagem de utilizar recursos mais econémicos e de ser
uma alternativa mais ecoldgica (Suriyamongkol et al., 2007). O uso de plantas
transgénicas tém vindo a ter avancos interessantes mas necessita ainda de melhores

métodos de extraccdo (Reemmer, 2009; Snell & Peoples, 2002).

A producéo de PHA por culturas bacterianas mistas tem o potencial de produzir grandes
quantidades de PHA a um baixo custo devido a menores requisitos de esterilidade,
equipamento, controlo e a capacidade de utilizar uma grande variedade de substratos de
baixo custo, incluindo residuos industriais e agricolas. A quantidade de PHA produzido
com esta tecnologia estd equiparada a de culturas puras (Chanprateep, 2010; Green
2010).

A sintese in vitro de PHA foi também estudada como uma alternativa que permita uma
diminuicdo dos custos da producdo deste polimero. O facto das enzimas se encontrarem
isoladas permite uma melhor acessibilidade para métodos de produgdo continuos; ao
mesmo tempo estas utilizam uma maior variedade de mondmeros, pois ndo estdo
sujeitas as necessidades de outros processos metabolicos celulares (Thomson et al.,
2009). Este método apresenta vantagens ao nivel da producdo, ao poder ser controlada
através de precursores do PHA e co-factores. Para além disso, o isolamento de PHA é
mais facil pois ndo é necessaria a extrac¢do do polimero das células (Zinn et al., 2001).
No entanto a aplicacdo deste método a um nivel industrial ainda apresenta alguns
problemas que precisam de ser resolvidos. O mecanismo de catabolismo e a estabilidade
das enzimas utilizadas necessita de ser melhor compreendido para que se atinja o nivel

de controlo do sistema pretendido (Thomson et al., 2009).

O dltimo passo da producdo de PHA, a purificacdo (ou extraccdo) de PHA é um
elemento chave pois envolve a separacdo do polimero do resto dos componentes
celulares (residuos celulares, lipidos, acidos nucleicos e proteinas), de modo a obter um
produto final de elevada pureza (Williams & Martin, 2002). De forma a melhorar a

eficiéncia do extraccdo de polimeros de PHA de qualquer método utilizado é necessario

28



Biossintese de PHA

concentrar as células onde este se encontra. Métodos como a centrifugacéo, floculagéo

ou filtracéo sdo utilizados para este processo (Zinn et al., 2001).

A escolha do método de extrac¢do depende de diversos factores tais como a bactéria
produtora ou a pureza necessaria. A extrac¢do directa de PHA da biomassa, a digestdo
enzimatica ou quimica do material celular que ndo seja PHA e a lise das células onde o
PHA se encontra por uso de meios hipotonicos sdo as principais estratégias para o
isolamento do PHA. (Koller et al., 2010).

A extraccdo directa, feita através da utilizacdo de um solvente € um método interessante
para se utilizar para aplicacdes médicas pois permite a extraccdo de endotoxinas. O
processo comega com uma liofilizacdo do concentrado de biomassa, 0 PHA ¢ entdo
extraido do liofilizado através de um solvente (cloroférmio, diclorometano, entre
outros). Esta solucdo é depois filtrada, de forma a remover detritos celulares. Por fim o
polimero é precipitado em metanol ou etanol. A separacdo de sclPHA e mclPHA ¢é
possivel pois 0s primeiros ndo sdo sollveis em acetona. Com este método é possivel

uma pureza na ordem dos 98% (Wampfler et al., 2010; Zinn et al., 2001).

A digestdo de material ndo-PHA é um método de extraccdo de PHA feito por via de
enzimas ou quimicos. A lise celular através do hipoclorito é uma técnica eficaz para
isolar o PHA, no entanto a sua utilizacdo provoca a reducdo no comprimento das
cadeias do polimero. Outra abordagem com esta metodologia é a de esterilizacdo do
conteddo do bioreactor, causando a desnaturacdo do ADN e proteinas. Posteriormente
procede-se a um tratamento com uma mistura de enzimas e um detergente aniénico. O
PHA é concentrado através de um processo de filtracdo e recuperado sob a forma de um
latex (Wampfler et al., 2010; Zinn et al., 2001).

O processo de lise celular através de meios hipoténicos ja referido € utilizado no caso de
bactéria osmofilicas, como é o caso das halobactérias, em que quando expostas a um
meio hipotdnico conduz a uma destruicdo da membrana celular libertando o contetdo
celular para o meio. Os granulos de PHA sdo recuperados através de processos de
filtracdo ou centrifugacdo. Caso seja necessario, podem ser utilizados detergentes de
modo a destruir os lipidos e proteinas que constituem os granulos, obtendo-se assim o
PHA isolado (Koller et al., 2010).
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O PHA obtido através de bactérias Gram negativas contém endotoxinas provenientes da
sua membrana externa. A remogao destes compostos pirogénicos é necessaria para que
o polimero possa ser utilizado em aplicagbes médicas. O perdxido de hidrogénio ou
perdxido de benzoilo sdo agentes utilizados no caso da extraccdo de PHA sem solventes
para reduzir a contagem de endotoxinas para valores abaixo dos quais 0 PHA produzido
ndo provoca uma resposta inflamatdria aguda no organismo animal (G.-Q. Chen & Wau,
2005; Wampfler et al., 2010).

O custo de producdo de PHA é elevado quando comparado com alternativas ja
existentes, como € o caso do acido polilactico (PLA), traduzindo-se huma limitacdo na
utilizacdo deste polimero em larga escala. Assim sendo, € necessario um esforco de
modo a reduzir o custo de producio. E urgente a optimizagao deste processo em pontos
ja referidos como a bactéria a utilizar, a fonte de carbono e os métodos de extraccdo
(G.-Q. Chen, 2009).
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4. Propriedades de PHA

As propriedades do PHA estdo relacionadas com o numero de carbonos de cada
monomero individual e com a estrutura fisica destes mondémeros ap0s a incorporacao
numa cadeia polimérica por enzimas (J. Lu, Tappel, & Nomura, 2009). O elevado
nimero de mondémeros e a composi¢cdo monomérica variada de PHA resulta numa
enorme variacao das caracteristicas fisicas e quimicas de diferentes PHA (Jendrossek e
Handrick, 2002). Os scIPHA em geral sdo caracterizados como termoplasticos, rigidos e
com um grau de cristalinidade e um ponto de fuséo elevados quando comparados com
0s mclPHA que séo elastomeros, com uma cristalinidade e temperatura de fusdo mais
baixas, uma percentagem elevada de alongamento na ruptura e uma forca de tensao
baixa (D. Y. Kim et al., 2007; H. Wu et al., 2003). Os sclPHA sdo representados por
polimeros como o P3HB, o P4HB, o0 P3HV e o copolimero P3HB3HYV. Polimeros como
0 poli-3-hidroxioctanoato (P3HO), e o poli-3-hidroxinonanoato (P3HN) s&o
caracteristicos da classe de mclPHA (Hazer & Steinbichel, 2007). Algumas

caracteristicas representativas do PHA estdo enunciadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas de varios PHA. Adaptado de Koller et al. (2010); D. Y. Kim et al. (2007);
Sudesh et al. (2011) e Williams & Martin (2002).

Polimero Temperatura Forca de Médulo de A:lznﬁjapr?uerr;to
de fuséo (°C) | tensdo (MPa) | Young (GPa) (%)
P3HB 177 40 3.5 6
P3HB-co-(3%)3HV 170 38 2.9 -
P3HB-c0-(20%)3HV 145 32 1.2 50
P4HB 53 104 0.149 1000
P3HB-co-(3%)4HB 166 28 - 45
P3HB-c0-(16%)4HB 152 26 - 444
P3HB-co-(64%)4HB 50 17 0.03 591
P3HO-co-(12%)HHx 61 9 0.008 380

Como ja foi referido o P3HB apresenta uma elevada cristalinidade e € um material duro
e quebradico, ndo sendo o material ideal para determinadas aplicacdes. No entanto, a
incorporagdo de monomeros de 3-hidroxivalerato no polimero P3HB permite baixar a
temperatura de fusdo e a cristalinidade do polimero, tornando-o também mais elastico.

O polimero P4HB é um material termoplastico bastante resistente e maleavel, com uma
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forca de tensdo comparavel ao polietileno e devido ao seu alongamento na ruptura este
polimero tem propriedades extremamente el&sticas (Philip et al., 2007). Este polimero
pode ser alongado quase dez vezes em relagcdo ao seu comprimento inicial. Durante o
alongamento as cadeias do polimero orientam-se, resultando em fibras extremamente
fortes (Martin & Williams, 2003). O P3HB4HB demonstra uma grande diversidade de
propriedades, desde uma elevada cristalinidade a uma grande elasticidade, dependendo
da percentagem de mondmero 4-hidroxibutirato (Luo, Wei, & Chen, 2009). Os
copolimeros sdo mais flexiveis, faceis de moldar e mais resistentes em comparacao com
homopolimeros de P3HB (Tsuge, 2002).

Apesar das grandes potencialidades do PHA é necessario, por vezes, proceder-se a
determinadas modificagdes de modo a ultrapassar algumas limitagcbes e a cumprir 0s
requisitos necessarios para que este polimero possa ser utilizado em aplicacGes médicas
(D. Y. Kim et al., 2007). Estas modificacGes tém vindo a originar um grande interesse e

serdo referidos abaixo.

4.1. Modificagbes

Como ja foi referido, as propriedades dos sclPHA nem sempre sdo as mais adequadas
para aplicacbes médicas (Hazer & Steinbiichel, 2007; D. Y. Kim et al., 2007). Ja os
mclPHA tém algumas caracteristicas mais vantajosas para o caso das aplicacbes
médicas, quando comparados com os sclPHA. (D. Y. Kim et al., 2007). No entanto,
gracas a alguns métodos fisicos e quimicos, como o blending, a ligacdo cruzada, a co-
polimerizagdo por grafting ou em bloco e a substituicdo quimica, € possivel tornar o
polimero mais apropriado para a utilizacdo pretendida (Hazer & Steinbichel, 2007; D.
Y. Kim et al., 2007).

O blending consiste na mistura do PHA com outros polimeros de forma a melhorar
determinadas caracteristicas (D. Y. Kim et al., 2007; Vroman & Tighzert, 2009). Ao
longo dos ultimos anos foram estudas variadas misturas com diferentes polimeros como
0 caso do PLA, do polietilenoglicol (PEG), do acido poli-lactico-glicdlico (PLGA) e do
amido, entre outros. Com estas misturas foi possivel melhorar caracteristicas como a
forca de tensdo, temperatura de tensdo vitrea, crescimento celular, flexibilidade,
cristalinidade, biocompatibilidade ou biodegradabilidade dependendo da utilizagéo
pretendida (G.-Q. Chen & Wu, 2005; D. Y. Kim et al., 2007; Vroman & Tighzert,
2009).
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A ligacdo cruzada consiste numa ligacao entre duas cadeias poliméricas. Dependendo
do nimero de ligacbes entre elas é possivel alterar, por exemplo a elasticidade ou
viscosidade do polimero. Este processo pode ser obtido utilizando quimicos como
perdxidos, o peroxido de benzoilo, benzofenonas, dimetacrilato de etilenoglicol em
combinacdo com tratamento térmico, ou através de radiacdo ultra-violeta (Hazer &
Steinblchel, 2007; D. Y. Kim et al., 2007). O método quimico consegue boas ligacdes
de cross-linking, mas tem a desvantagem de ser necessario purificar os polimeros antes
de poderem ser utilizados. No caso dos métodos de irradiacdo ndo existe a
contaminacéo do polimero sendo uma alternativa ja bastante estudada (D. Y. Kim et al.,
2007).

Enguanto que a co-polimerizacdo em bloco consiste em adicionar a estrutura principal
de um polimero um segmento de outro polimero, na co-polimerizacdo por grafting
procede-se a introducdo de um segmento de outro polimero numa cadeia lateral de um
polimero ja existente (Hazer & Steinbilichel, 2007). A introducdo de polimeros na
estrutura de PHA permite melhorar a biocompatibilidade de polimeros assim como
alterar as suas propriedades térmicas e mecanicas (Hazer & Steinbtchel, 2007; D. Y.
Kim et al., 2007).

A biodegrabilidade e biocompatibilidade, duas das caracteristicas mais importantes do

PHA serdo agora discutidas.

4.2. Biodegradabilidade

A biodegradabilidade do PHA, uma das vantagens mais interessantes deste polimero,
depende principalmente das suas propriedades fisico-quimicas. Polimeros com um
menor peso molecular sdo susceptiveis a uma maior degradacdo. Factores como a
temperatura, humidade, pH, cristalinidade e composicdo monomérica sdo também
importantes neste processo (Philip et al., 2007; Sudesh et al., 2000). A degradacdo de
PHA ¢ principalmente enzimtica, sendo a despolimerase de PHA a enzima
preponderante (Chanprateep, 2010; Reddy, Ghai, Rashmi & Kalia, 2003). No entanto a
hidrélise ndo enzimatica tem também um papel importante no processo de degradacao

destes polimeros (Artsis, Bonartsev, lordanskii, Bonartseva & Zaikov, 2012).

Os PHA sédo degradados eficazmente pelo ambiente pois muitos microorganismos nos

solos séo capazes de produzir enzimas que hidrolisam as ligagdes éster do polimero em
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monomeros e oligdbmeros solGveis em agua. Estes produtos de degradacdo sdo depois
metabolizados em &gua e dioxido de carbono em condi¢cdes aerdbias e em metano e
dioxido de carbono em condicGes anaerdbias. A degradacdo completa do polimero pode
demorar até 2/3 anos (Philip et al., 2007).

No entanto a degradacdo em tecido animais dos PHA decorre de uma forma
ligeiramente diferente, sendo que a degradacdo enzimatica € principalmente efectuada
por estereases ndo especificas. A accdo dos macréfagos é também responsavel pela
degradacdo destes polimeros em humanos. Os mondmeros resultantes destes processos
de degradacdo sdo simples para o organismo eliminar, como é o caso de acido 3-
hidroxibutirico e 4-hidroxibutirico que sdo constituintes normais do organismo,
encontrados no sangue, figado, coracdo, cérebro, entre outros. Este facto ajuda a
explicar a boa biocompatibilidade destes polimeros (Artsis et al., 2012; Bidone et al.,
2009; C. Chen et al., 2008; Martin & Williams, 2003).

4.3. Biocompatibilidade

A biocompatibilidade € um factor muito importante a considerar principalmente na area
das aplicacbes médicas (Koller et al., 2010). Em relagdo a esta propriedade foi ja
demonstrado que os PHA sdo bem tolerados pelos organismos dos mamiferos (Grage et
al., 2009) e provaram ter uma maior biocompatibilidade do que os plasticos tradicionais
(Koller et al., 2010). O PHA néo é apenas um polimero de armazenamento inerte e
limitado a algumas bactérias. Por exemplo, no caso do P3HB, trata-se de um
biopolimero omnipresente e interactivo que esta envolvido em importantes funcGes
fisiolégicas. O P3HB de baixo peso molecular encontra-se largamente distribuido,
sendo encontrado em organismos representativos da maioria dos filos, complexado com
outras macromoléculas. Este estado do P3HB permite que este consiga atingir tanto
regides aquosas como hidrofdbicas da célula, sendo encontrado no citoplasma e em
fluidos intracelulares assim como em membranas e lipoproteinas. O P3HB complexado
tem a caracteristica de dissolver sais e facilitar o seu transporte através de barreiras
hidrofobicas, definindo assim uma potencial funcéo fisioldgica no metabolismo celular.
Estas caracteristicas permitem considerar o P3HB e seus mondémeros como nédo toxicos
para as células (G.-Q. Chen & Wu, 2005). No caso do co-polimero P3HB3HHXx foi
demonstrado uma boa biocompatibilidade com diversas células, incluindo fibroblastos,

condrécitos e osteoblastos. Esta co-polimerizacdo melhorou a biocompatibilidade
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quando comparado como o P3HB. A utilizacdo de outros métodos de modificacdo como
blending provou ser uma excelente forma de melhorar a biocompatibilidade de PHA
(Luo et al., 2009). A biocompatibilidade é portanto outra das caracteristicas mais
importantes que tornam a utilizacdo os PHA vantajosa em relacdo a outras alternativas
(Koller et al., 2010),

Outro aspecto importante ¢ o facto da rapida proliferacdo celular que ocorre em
matrizes de PHA poder ou ndo induzir a formagdo de células cancerigenas. Estudos
como o de Peng et al. (2011) parecem sustentar que tal ndo acontece e que é seguro a
utilizacdo de PHA para suportar o crescimento celular. De acordo com as normas da
International Organization for Standardization (ISO), através de testes de toxicidade, o
P3HB foi indicado como seguro para ser utilizado como nanoparticulas em animais
(Shah, Naseer, Choi, & Kim, 2010).
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5. Aplicacdes de PHA

Como referido, devido a capacidade de modificacdo das suas propriedades, os PHA tém
vindo a demonstrar uma grande potencialidade num vasto niumero de areas. Contudo
apenas alguns destes polimeros estdo disponiveis em quantidade suficiente para serem
alvo de estudo no diz respeito a certo tipo de aplicacbes. Como ja foi referido, até
recentemente apenas o P3HB e o P3HB3HV estavam incluidos neste grupo, no entanto
nos ultimos anos este grupo tem vindo a crescer com o0 aumento da producdo de
polimeros como o P4HB, o P3HB3HHYX, entre outros. Por esta razdo a maioria dos
estudos sdo feitas a partir destes polimeros (G.-Q. Chen, 2010; Williams & Martin,
2002; Q. Wu et al., 2009).

O interesse inicial comecou por ser na sua utilizacdo como um material pléstico. A
producdo de sacos, revestimentos de papel, diversos produtos descartaveis (fraldas,
produtos de higiene feminina e recipientes de produtos de cosmética, etc.) foram o foco
dos primeiros estudos (G.-Q. Chen, 2009; Reddy et al., 2003). No entanto, e como ja
referido, o elevado custo tem vindo a ser indicado como uma limitacdo a utilizacdo dos
PHA neste sentido (Q. Wu et al., 2009). Actualmente as areas de interesse dos PHA sdo
muito mais diversificadas sendo que as aplicacdes médicas revelam o maior potencial,
embora a relevancia da utilizacdo de PHA para substituir plasticos convencionais ou da
criacdo de biocombustiveis se mantenha. (G. Q. Chen, 2010; Koller et al., 2010; Peng et
al., 2011; Zhang, Luo, Wang, Deng & Chen, 2009).

No que diz respeito a producdo de um biocombustivel baseado no PHA, foi utilizado
metanol para reagir com 0 mondmero 3HB resultando numa forma éster metilado. Este
material melhorou a combustdo do etanol, e pode ser utilizado como aditivo de outros
combustiveis como o do propanolol, gasolina e diesel. Embora este ainda seja um
estudo prematuro, o facto de este biocombustivel poder ser produzido através de aguas
residuais torna-se uma alternativa muito interessante a biocombustiveis como o etanol e
0 biodiesel (G.-Q. Chen, 2009; X. Zhang et al., 2009).

Presentemente existem uma enorme variedade de aplicagbes médicas. Desde
dispositivos médicos passando por matrizes de reparacdo de tecidos ou construcdo de
orgaos artificiais. (Q. Wu et al., 2009). O esquema da utilizacdo de PHA em engenharia

de tecidos pode ser visualizada na Figura 4.
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4. Proliferacdo celular e colecacdo do esqueleto no local de implante

Figura 4 - Utilizacdo de PHA em engenharia de tecidos. Adaptado de S. F. Williams, Martin,
Horowitz & Peoples (1999).

Uma das areas onde os PHA tiveram mais impacto foi a cardiovascular. A "Tepha Inc."
tem vindo a desenvolver emplastros pericardicos, aumentos vasculares, stents
cardiovasculares, suturas, enxertos vasculares, valvulas cardiacas, entre outros (Philip et
al., 2007; Williams & Martin, 2002; Q. Wu et al., 2009). Os PHA demonstram grande
utilidade na engenharia de tecidos devido a propriedades como a sua biocompatibilidade
e ser degradavel em compostos que ndo sdo toxicos para 0 organismo. Para além disso,
a capacidade de suportar e orientar o crescimento e adesdo celular e permitir a
passagem de nutrientes sdo aspectos fundamentais no que diz respeito a este ramo
biomédico (Zinn et al., 2001).

O P4HB e o P3HO foram utilizados em diversos estudos para formar um esqueleto de
uma valvula cardiaca. Uma vantagem apresentada por estes polimeros foi o facto de ser
possivel moldar uma valvula trictspide sem ser necessario recorrer a sutura. Estes
polimeros foram também utilizados em ovelhas onde foi possivel implantar uma valvula
durante quatro meses (G.-Q. Chen & Wu, 2005; Williams et al., 1999).

Esta mesma abordagem é também elaborada em enxertos vasculares. Polimeros como o
P3HO, o P4HB e o P3HB foram utilizados na construcdo de esqueletos para

substituicdo de segmentos de artérias. Nestes esqueletos sdo disseminadas células e o
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enxerto resultante é entdo implantado no segmento a substituir. Alguns destes enxertos
provaram estar prontos para serem implantados cirurgicamente passado trés semanas
(Martin & Williams, 2003; Williams et al., 1999).

Através do P3HB foi fabricado involucro para envolver e reparar um nervo de gatos,
sem ter ocorrido uma resposta inflamatéria. O P4AHB foi testado em ratos como um
condutor de segmento de um nervo ndo tendo havido sinais de infeccdo ou inflamacao.
Além disso, foi observada uma regeneracdo com uma taxa de 0,8mm por dia (Philip et
al., 2007).

Na medicina dentéria, o polimero P3HB3HYV foi utilizado para fabricar uma membrana
para auxiliar a regeneracdo do ligamento periodontal e tecido 6sseo adjacente. Embora o
método de insercdo precise de ser melhorado, o polimero demonstrou ser bem tolerado e
ter caracteristicas mais adequadas do que alternativas como é o caso do PLA. A
colocacédo desta membrana permite o isolamento da zona lesada de modo a que o tecido
gengival ndo invada esse espago permitindo a regeneracédo do local (Williams & Martin,
2002).

O P3HB3HYV e o P3HB3HHXx foram utilizados em engenharia de tecidos 0sseos, tendo
sido o0 segundo a obter resultados muito promissores. Os osteoblastos que proliferaram
no esqueleto fabricado a partir de P3HB3HHx demontraram uma morfologia normal e o
crescimento celular demonstrou ser superior quando comparado com outros polimero
como o P3HB. A alteracdo da percentagem do mondémero de 3-HHXx altera a afinidade
para o crescimento de osteoblastos ou fibroblastos (G.-Q. Chen & Wu, 2005; Williams
& Martin, 2002).

Alguns estudos usaram o P3HB3HHXx para formar um eso6fago artificial, demonstraram
que o polimero tem boa elasticidade e resisténcia e pode estimular a regeneracdo do
es6fago de cdes. Estas caracteristicas suportam este polimero como um candidato a ser
usado como um esofago artificial (G.-Q. Chen & Wu, 2005). Este exemplo de

engenharia de tecidos entre outras aplicacdes médicas estdo representadas na Figurab.
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Figura 5 - Variadas aplicagcdes médicas de PHA. (A) - Eséfago artificial; (B) - Enxerto vascular;
(C) - Tecido condutor de um nervo; (D) - Cartilagem de uma articulacdo. Adaptado de Q. Wu et al.,
(2009)

O primeiro produto baseado em PHA comercializado nos Estados Unidos da América,
autorizado pela Food and Drug Administration (FDA), foi o fio de sutura absorvivel
TephaFLEX® em 2007, que é preparado a partir de PAHB (Q. Wu et al., 2009).

A veiculacdo de farmacos é uma area de enorme potencial, onde as propriedades de
variados PHA podem ser utilizados de diferentes formas. Este tema sera abordado no

préximo capitulo em maior pormenor.
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6. Utilizacdo de PHA em Sistemas de Veiculacdo de Farmacos

A veiculacdo de farmacos tornou-se uma importante ferramenta no ramo médico e tem
sido extensivamente estudada devido a enorme procura de materiais que permitem a
vectorizacdo de farmacos especificos para determinados tecidos, 6rgdos ou células
(Shrivastav, Kim & Kim, 2013). Um sistema de veiculacdo ideal deve ser estavel e
seguro para o organismo; maximizar a biodisponibilidade do farmaco; permitir uma
veiculacdo controlada; conferir selectividade especifica ao farmaco; garantir que este
chega ao local de acgdo intacto e na maior quantidade possivel; aumentar prazo de
validade do medicamento; facilitar a administragdo do fa&rmaco e melhorar a adeséo a
terapéutica (Jain, 2008). Diversos sistemas veiculadores de farmacos tém aproveitado as
propriedades de polimeros na sua elaboracdo. A utilizacdo de biopolimeros permite
conjugar as propriedades fisicas de polimeros tradicionais com caracteristicas como a
biocompatibilidade e biodegradacdo, fundamentais na veiculacdo de farmacos
(Shrivastav et al., 2013).

A utilizacéo de polimeros biodegradaveis em veiculagdo de farmacos ndo é novidade, o
caso do PLA ou do PGLA sdo conhecidos. Apesar disso, devido ao facto de a sua
degradacdo ser essencialmente efectuada em massa por hidrdlise ndo é possivel
controlar completamente a veiculagdo do farmacos com este tipo de polimeros (Philip et
al., 2007). A versatilidade dos polimeros permite uma formulacdo adaptavel ao farmaco,
podendo ser alterado de forma a melhorar a capacidade de encapsulacédo do farmaco e a
sua libertacdo (Magadala, Vlerken, Shahiwala & Amiji, 2008). A potencial elaboragédo
de sistemas veiculadores de farmacos a partir de PHA tem sido abordado em diversos
estudos. As caracteristicas deste polimero possibilitam, como ja referido, a construcao
de variados sistemas. Para além de propriedades como a biodegrabilidade e
biocompatibilidade, a degradacéo das matrizes deste polimero € efectuada por erosdo de
superficie. Assim sendo o interior da matriz ndo é degradado enquanto o material
circundante ndo desaparecer, mantendo-se intacto durante mais tempo, ao contrario da
erosédo em massa em que a degradacdo ocorre simultaneamente em todo o material. No
entanto nem sempre as caracteristicas do PHA sdo adequadas & veiculacdo de farmacos
pelo que, muitas vezes, recorre-se a alteragdo do polimero a utilizar de modo a ajustar as
suas caracteristicas (G.-Q. Chen & Wu, 2005; G.-Q. Chen, 2010; Philip et al., 2007). O

PHA pode ser modificado com a adigdo de cadeias de PEG ou de dendrimeros. A taxa
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de degradacéo do polimero pode ser controlada através do ajuste do seu peso molecular.
O tamanho da particula demonstrou afectar a taxa de libertacdo do farmaco, sendo que
particulas maiores libertam mais rapidamente o farmaco do que particulas de tamanho
inferior (Xiong, Yao, Zhan & Chen, 2010).

6.1. Micro/Nanoparticulas

A utilizacdo de micro/nanoparticulas em terapéutica tem vindo a crescer nos ultimos
anos em variadas areas e principalmente na terapéutica anti-cancerigena. A propriedade
de aumentar a eficacia terapéutica e diminuir a toxicidade para células normais em
simultaneo é uma das grandes utilidades deste tipo de terapéutica, sendo actualmente
desenvolvida para diversos farmacos (Masood, Chen, Yasin, Hasan et al., 2013). As
microparticulas, quando comparadas com nanoparticulas, tém maior dificuldade em
passar membranas no organismo (Shah et al., 2010). Ao preparar nanoparticulas de
PHA é possivel veicular farmacos até ao interior de células de uma forma mais eficaz. O
seu reduzido tamanho permite que estas penetrem os tecidos, sejam aceites pelas células
facilmente e permanecam em circulagdo durante mais tempo, possuindo uma clearance
inferior (Shah et al., 2010; Xiong et al., 2010). Devido as suas caracteristicas anfipaticas
a agregacao destas particulas decorre de uma forma auténoma e as suas propriedades
termodindmicas permitem uma maior estabilidade em meio aquoso (Shah et al., 2010).
Além das propriedades ja referidas, a capacidade destas particulas poderem ser alteradas
de forma veicularem um farmaco a alvos especificos representa uma vantagem
excelente j& que a falta especificidade a células alvo é uma limitacdo de muitos
farmacos (Goldberg, Langer & Jia, 2007). E possivel alterar caracteristicas indesejaveis
ou ausentes destes polimeros. As caracteristicas de porosidade, taxa de erosdo e
libertacdo do farmaco de micro/nanoparticulas sdo possiveis de modificar através de

diferentes métodos como o de blending ou o de copolimerizacédo (Bidone et al., 2009).

De forma a criar estas particulas com um farmaco incorporado é possivel aplicar
diferentes técnicas adaptadas. O método mais utilizado é o de evaporagdo/extrac¢do por
solvente devido a sua relativa simplicidade e por ser uma técnica adequada para
producdo em massa. No entanto métodos como a polimerizacdo por emulsédo ou spray
drying também sdo descritos (Lee et al., 2011; Ré, 2006; C. Wang, Ye, Zheng, Liu &
Tong, 2007; Yang, Plackett, Needham & Burt, 2009).
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No método de polimerizacdo por emulsdo a concentracdo do polimero, temperatura,
solventes para o polimero e farmaco e técnicas de homogenizacéo ou de ultra-sons sdo
parametros utilizados para produzir particulas com o tamanho desejado e elevada taxa

de incorporacdo do farmaco (Xiong et al., 2010).

Foi descrito um método de preparacdo de nanoparticulas por dialise que torna o
processo mais simples e remove algumas desvantagens comuns a outros métodos, tais
como a remocdo de solventes e a utilizacdo e respectiva remocdo de grandes
quantidades de surfactantes. Na formacdo de nanoparticulas de PHB foi possivel obter
particulas com uma excelente forma esférica e uma variacdo de diametro muito
reduzida. Foi possivel obter particulas de menor tamanho quando comparado a outras
técnicas como a evaporacao de solvente. No entanto a eficiéncia de incorporacdo do
farmaco utilizado neste estudo nas nanoparticulas foi bastante baixo (Errico et al.,
2009).

A libertacdo de farmaco é habitualmente constituida por duas fases. A primeira consiste
num pico inicial de libertacdo de farmaco devido a uma rapida dissolucdo do farmaco
préximo da superficie da particula e uma segunda em que a libertacdo é exponencial
resultante da difusdo do farmaco que esté no interior da particula (C. Wang et al., 2007).
Yang et al. (2009) demonstrou que a quantidade de farmaco incorporado em
microparticulas influéncia o nivel de libertacdo na primeira fase. Uma forma encontrada
para reduzir este pico de libertacdo inicial foi encapsular microparticulas de P3HB3HV

com multiplas camadas de filmes de polissacarideos.(C. Wang et al., 2007).

De forma a vectorizar estas particulas a alvos especificos, para além da utilizacdo de
PEG é possivel associar ligandos especificos a sua superficie de modo a que as

particulas sejam reconhecidas pelas células alvo (Magadala et al., 2008).

O PEG é frequentemente incorporado na superficie de nanoparticulas de biopolimeros
pois possibilita uma maior resisténcia a fagocitose e opsonizacdo, obtendo-se desta
forma uma maior resisténcia ao sistema imunitario e periodo de circulacdo no sangue
mais elevado quando comparado a nanoparticulas sem esta associa¢do (C. Chen et al.,
2008; C. Chen, Yu, Cheng, Yu & Cheung, 2006; Shah et al., 2010; C. Zhang et al.,
2010). Shah et al. (2010) construiu nanoparticulas de PHA utilizando bloco de
copolimero de P3HB3HV com incorporacdo de PEG, obtendo resultados que indicam

que esta associacdo permite a vectorizacdo de farmacos hidrofobicos sem efeitos toxicos
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para as celulas sds. Com a utilizacdo de um bloco de polimero constituido por PEG-
PHB-PEG foi possivel criar nanoparticulas em meio aquoso sem a utilizagdo de
surfactantes; e com o alongamento da sec¢do de PHB as nanoparticulas associam-se
mais rapidamente. Estas particulas obtiveram bons resultados na quantidade e eficiéncia
de encapsulacdo de farmaco e uma libertacdo de farmaco exponencial (C. Chen et al.,
2006). O ibuprofeno foi incorporado em microparticulas constituidas por matrizes de
P3HB. Neste caso o método de blending foi utilizado para conjugar o P3HB com o
copolimero PLA-PEG. Esta associacdo permitiu um maior controlo na libertacdo de
farmaco (Bidone et al., 2009).

As proteinas estruturais PhaP encontradas nos granulos de PHA foram utilizadas para
produzir um sistema de veiculacdo de farmacos mediado por um receptor. O sistema
consiste na utilizagdo de nanoparticulas de PHA como veiculadores de farmacos
hidrofobicos em que as PhaP na sua superficie sdo fundidas a ligandos que permitem a

vectorizacdo do farmaco a um alvo especifico (G.-Q. Chen, 2010).

A polimerase de PHA foi também utilizada de forma a criar micelas de PHA de
producdo autonoma associada a ligandos especificos para células tumorais. Esta €
utilizada para produzir um bloco de polimero (neste caso de P3HB) e por sua vez 0s
ligandos sdo fundidos a esta proteina. Os blocos de P3HB tém tendéncia a agregar-se
autonomamente devido a sua hidrofobicidade permanecendo, no entanto, ligados as
respectivas polimerases (de caracteristicas hidrofilicas) dando origem a micelas, em
meio aquoso. O farmaco pode entdo ser incorporado nestas micelas durante o processo
de polimerizagdo e de agregacdo autobnoma. Esta estratégia é representada na Figura 6.
Deste forma, é necessario recorrer ao substrato correspondente a sintetase utilizada.
Deste modo, utilizando uma quantidade fixa de substrato e aumentando ou diminuindo a
quantidade de polimerase é possivel determinar o tamanho da micela. Tendo sido
comprovado, in vivo, que com este sistema foi possivel atingir as células pretendidas
(células de cancro da mama) (H. N. Kim et al., 2009). Lee et al. (2011) recorreu também
a polimerase de PHA para fundir ligandos especificos. No entanto, aplicou o bloco de
polimero acima descrito de uma forma diferente, associando-o a superficie de

nanoparticulas de P3HB.
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Figura 6 - Representacdo da estratégia de micelas com ligandos especificos a partir de blocos de
copolimeros de P3HB-proteina com incorporacao de farmaco com agregacdo autonoma. Adaptado
de H. N. Kim et al. (2009).

6.2. Tipos de Farmacos Utilizados

As proteinas relevantes em terapéutica como anticorpos, citocinas ou enzimas tém um
papel importante no tratamento de doencas virais, auto-imunes ou malignas (tumores,
por exemplo). No entanto, a sua baixa estabilidade, durabilidade e biodisponibilidade
impedem melhores resultados na sua aplicacdo. A utilizacdo de nanoparticulas
poliméricas podera permitir a preservacao destas proteinas e assegurar 0 seu transporte e

libertacdo no local especifico de ac¢do de uma forma controlada (Chiellini et al., 2007).

Recentemente, o PHA foi estudado para construir uma vacina contra a Mycobacterium
bovis, responsavel pela tuberculose bovina. Foram utilizadas nanoparticulas de P3HB
apresentando antigénios micobacterianos na sua superficie. O uso de vacinas proteicas
produz habitualmente uma fraca resposta imunitaria, no entanto a associacdo com este
tipo de nanoparticulas parece aumentar a imunogenicidade produzida, tendo sido
atingidos resultados muito promissores em ratos. Além disso, foi comprovado que o
tamanho das particulas utilizadas influenciam a resposta imunitaria, sendo que
particulas de menor tamanho tém melhores resultados (Parlane, Rehm, Wedlock &
Buddle, 2013).

Os farmacos anti-cancerigenos tém como principais desvantagens a sua toxicidade,
baixa biodisponibilidade oral e vectorizacdo e distribui¢do tecidular imprecisa, tanto a

células cancerigenas como normais. Estas caracteristicas representam limitacGes a sua
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utilizacdo pelo que a aplicacdo de nanoparticulas poliméricas podera aperfeicoar a
terapéuticas com estes farmacos (Magadala et al., 2008; Masood, Chen, Yasin, Fatima
etal., 2013).

O acido retindico é a principal forma bioldgica activa da vitamina A e é um potente
regulador da transcricdo de genes, tendo um importante papel na regulacdo e
diferenciacéo do crescimento celular. No entanto tem uma fraca solubilidade em agua e
um tempo de semi-vida curta no sangue sendo muito dificil a sua administracéo
parentérica. Em relacdo a sua administragdo oral os valores de biodisponibilidade
obtidos séo inconstantes devido ao efeito de primeira passagem. Devido ao interesse em
incluir este composto em terapéuticas anti-cancerigenas foi estudada a sua incorporacao

em nanoparticulas de PHB (Errico et al., 2009).

A elipticina é um alcal6ide que possui uma actividade anti-cancerigena destacada tendo
demonstrado maior eficacia no carcinoma pulmonar de células ndo pequenas e em
células de tumor cerebral. A sua aplicacdo clinica estd limitado pela sua elevada
toxicidade e reduzida solubilidade em agua (Masood, Chen, Yasin, Fatima et al., 2013;
Masood, Chen, Yasin, Hasan et al., 2013). Através da encapsulamento em
nanoparticulas de P3HB3HV foi possivel duplicar a inibicdo das células cancerigenas
em relacdo ao farmaco isolado (Masood, Chen, Yasin, Fatima et al., 2013).

As fosfatidilinositol 3-quinases (PI13Ks) sdo um grupo de quinases envolvidas em
multiplos processos celulares. Desta forma, os inibidores de PI3Ks tém vindo a
despertar interesse na terapéutica anti-cancerigena. No entanto, embora com bons
resultados in vitro, estes inibidores ndo tém produzido os mesmos resultados in vivo
devido a sua fraca solubilidade, estabilidade e elevada clearance. A encapsulagdo de um
destes inibidores em P3HB permitiu o aumento do seu tempo de semi-vida e melhorou a
sua biodisponibilidade. Embora ainda sejam necessarios estudos para avaliar o efeito
anti-cancerigeno deste sistema de veiculagdo os resultados parecem promissores (X.-Y.
Luetal., 2011).

A doxorrubicina é utilizada para tratar varios tipos de tumores sélidos. No entanto a sua
elevada cardiotoxicidade e a resisténcia de alguns tumores, quer inerente ou adquirida,
limita a sua utilizacdo terapéutica. Os resultados da sua encapsula¢do em nanoparticulas
de blocos de PEG-P3HB-PEG foram muito interessantes. A eficiéncia de encapsulacéo

do farmaco foi bastante elevada, sendo o tamanho das nanoparticulas reduzido.
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Obtiveram-se bons resultados in vivo em relagcdo a acc¢do anti-cancerigena do farmaco,
com uma maior permanéncia do farmaco em circulagdo e boa penetracdo no tumor,
tendo o tempo de semi-vida do farmaco passado de 10 minutos para 4 horas. Embora 0s
resultados na reducdo do tumor tenham sido melhores quando o farmaco foi
administrado sozinho, a sua associacdo com este sistema de veiculacdo permitiu uma
reducdo muito significativa na toxicidade sistémica (T.-H. Kim, Mount, Gombotz &
Pun, 2010).

Varios estudos tém utilizado o &cido folico como ligando especifico para determinados
tipos de cancro que expressam receptores de folato. No entanto a sua associacdo a PHA
ainda ndo tinha acontecido. De forma a criar um novo sistema de vectorizacdo de
farmacos anti-cancerigenos, a doxorrubicina foi encapsulada em nanoparticulas de poli
(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxioctanoato) (P3HB3HO). A estas nanoparticulas foram
associadas PEG e o acido folico como ligando especifico. Tanto os testes in vitro como
in vivo, obtiveram resultados muito promissores. A citotoxicidade foi muito forte nas
celulas tumorais utilizadas in vitro e a actividade anti-cancerigena in vivo demonstrou

uma eficacia terapéutica muito melhor (C. Zhang et al., 2010).

6.3. Tipos de Sistemas de Veiculacdo de Farmacos

O uso potencial de PHA em sistemas de veiculacdo de farmacos tem sido abordado por
diversos estudos. Entre estes estudos foi investigada a utilizacdo de PHA como
implantes subcutaneos, comprimidos de administracdo oral ou microparticulas

veiculadoras de administracéo injectavel (Williams & Martin, 2002).

A via oral é a via mais utilizada na administracdo de farmacos, pois permite uma maior
adesdo a terapéutica por parte do doente e possui uma grande facilidade de
administracdo. No entanto € uma via com numerosas limitac6es. Os efeitos sistémicos
destes farmacos estdo sujeitos a varidveis taxas de absorcdo e concentragbes séricas
inesperadas. O elevado conteudo 4cido e enzimas enzimaticas do tracto digestivo pode
degradar muitos farmacos antes de estes poderem ser absorvidos para a corrente
sanguinea. O baixo pH pode também ser responsavel pela insolubilidade de
determinados farmacos, comprometendo a sua biodisponibilidade. Alem disso, o
farmaco em si pode ser irritante para a mucosa do sistema gastrointestinal. Por Gltimo, o
efeito de primeira passagem pode inactivar o farmaco antes de chegar a circulagdo
sistémica (Jain, 2008; Magadala et al., 2008).
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Os comprimidos de PHA sdo formados através da compressdo de uma mistura
homogénea de polimero e farmaco. A quantidade de farmaco incorporado no polimero
demonstrou influenciar a sua taxa de libertacdo, sendo que baixas quantidades de
incorporacdo resultaram numa taxa de libertacdo mais prolongada e elevadas taxas de
incorporacdo originaram uma libertacdo do farmaco consideravelmente mais rapida. A
incorporacgdo de pequenas quantidades de polimeros de peso molecular maior levaram a
uma libertacdo mais lenta do farmaco. Percentagens de valerato no polimero mais
elevadas provocaram taxas de libertacio mais lentas, levando a uma maior
compressibilidade do polimero e uma difusdo mais lenta do farmaco (Williams &
Martin, 2002).

O P3HV foi utilizado como sistema de veiculacdo de administracdo oral, atraves da
compressdo de matrizes deste polimero, demonstrando vantagens em relagdo a
simplicidade de construcdo quando comparado com sistemas alternativos (G.-Q. Chen,
2010).

Embora a administracdo parentérica possua inconvenientes (o reduzido consentimento
do doente, a incompatibilidade de alguns farmacos e o facto de ser uma via muito
invasiva) representa um método que garante um inicio de accdo rapido, com uma
biodisponibilidade praticamente completa e uma alternativa viavel a administracédo oral
(Jain, 2008). O design de sistemas injectaveis para veiculacdo de farmacos a partir de
biopolimeros tem sido estudado ao longo dos Gltimos anos. A incorporacdo de farmacos

em nanoparticulas ja referida é uma das estratégias utilizadas (Bidone et al., 2009).

Foram utilizadas nanoparticulas de P3HB para encapsular tramadol com o objectivo de
obter uma libertacdo controlada deste farmaco quando administrado. Esta encapsulacao
permitiu um efeito analgésico por mais de 20 horas quando administrado por via
epidural em ratos; sendo que 50% do farmaco ¢é libertado nas primeiras 24h. Nao tendo
sido observado qualquer efeito de toxicidade nesta administracdo. No entanto mais
estudos sdo sugeridos de forma a melhor controlar a libertagdo do farmaco (Salman et
al., 2003).

A veiculagdo transdérmica de farmacos tem varias das vantagens de um método ideal
para a administracdo de farmacos. No entanto devido as caracteristicas hidrofobicas de
extracto corneo a utilizagdo deste tipo de veiculagéo estd, actualmente, principalmente

limitada a farmacos hidrofobicos de baixo peso molecular que tenham efeito em baixas
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concentracdes (Z. Wang et al., 2003a, 2003b; Q. Wu et al., 2009). A utilizacdo de
mclPHA para este tipo de sistemas tem originado interesse devido as suas
caracteristicas (Q. Wu et al., 2009). Wang et al. (2003a) desenvolveu um sistema
veiculador transdérmico de tansulosina. Este farmaco € muito polarizado e tem uma
enorme dificuldade em permear a pele, por isso foi dispersado numa matriz de mclPHA
(formado por um copolimero poli-3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato). O
dendrimero poliamidoamina foi adicionado a matriz de modo a que o farmaco néo se
depositasse no seu interior. Esta conjugacdo permitiu aumentar significativamente a
quantidade de farmaco permeado atraveés da pele. Farmacos como a clonidina e a
cetoprofeno foram mais tarde testados nestas matrizes (Z. Wang et al., 2003b). Os
modelos de matrizes de mcIPHA tém apresentado um boa adesdo a pele (Q. Wu et al.,
2009)

Em cirurgias ortopédicas sdo utilizadas terapéuticas prolongadas com antibioticos de
modo a prevenir complicacbes no pos-operatorio. Contudo, frequentemente, esta
abordagem ndo consegue atingir niveis terapéuticos pretendidos nos tecidos lesados. A
administracdo destes antibidticos localmente apresenta vantagens relevantes, sendo
possivel atingir niveis de concentracdo nos tecidos mais elevados e durante mais tempo
sem os efeitos secundarios que a administracdo sistémica implica. O P3HB3HV foi
utilizado para encapsular acido fusidico de forma a ser administrado no local da leséo.
A distribuicdo do farmaco foi uniforme nas microparticulas formadas com P3HB3HV,
ao contrario de outros polimeros também utilizados como o PLA e PGLA. Na Figura 7
¢ possivel observar a degradacdo das microparticulas ao fim de uma semana

dependendo da quantidade de farmaco incorporado (Yang et al., 2009).
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Figura 7 - Imagens de microscopio electronico de varrimento ilustrando os diferentes efeitos da
incorporacao de acido fusidico em microparticulas de P3HB3HV (A-D) e a sua degradacdo ao fim
de 1 semana (E-H). Adaptado de Yang et al. (2009).

O P3HB e o P4HB foram utilizados para desenvolver shunts de drenagem ocular para o
controlo de glaucoma. Foram incorporados farmacos nestes sistemas de modo a inibir a
proliferacdo de fibroblastos e fibrose. A vantagem de utilizar PHA € o facto de & medida
que o polimero se degrada este é substituido por tecido novo que ira reconstituir a
drenagem ocular. Os testes in vitro demonstraram uma boa inibicéo dos fibroblastos. Os
testes in vivo comprovaram a biocompatibilidade dos polimeros, no entanto sdo
necessarios estudos mais prolongados. Este sistema apresenta grande potencial tanto
com o P3HB como com o P4HB, no entanto é sugerido que o shunt seja construido com
0 P4HB devido a sua melhor flexibilidade e este seja coberto com o P3HB com os

farmacos incorporados (Lobler et al., 2011).

A indometacina (anti-inflamatorio) e o dipiridamol (anti-trombotico) foram estudados
de forma a serem incorporados em filmes de P3HB. Esta incorporacdo permite em
teoria a maior resisténcia de dispositivos médicos (que tenham contacto com sangue) a
formacdo de trombos e regular o processo inflamatério resultante do implante. A
libertacdo destes farmacos resultou de uma primeira fase de difusdo e uma segunda
resultante da degradagdo da matriz polimérica. Estes resultados foram de condigGes in
vitro pelo que é necessario aprofundar o estudo destes materiais. E, para ja, uma
aplicacdo com grande potencial (Bonartsev et al., 2006).
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7. Conclusao

A veiculacdo de farmacos € uma area cuja importancia € crescente. A procura de
sistemas de veiculacdo que permitam melhorar as propriedades de um farmaco, seja a
nivel de biodisponibilidade, efeito terapéutico, reducdo de efeitos secundarios,
vectorizagdo ou alteracdo da libertacdo do mesmo tem sido intensa. As propriedades dos
PHA produzidos por via bioldgica, a sua biodegradabilidade, 6ptima biocompatibilidade
e a possibilidade de modificacdo de forma a adaptar o polimero a inimeras situacdes
tém alimentado o interesse nestes biopolimeros. A potencialidade € inegavel e os
resultados alcangados com farmacos que de outra forma tém a sua utilizacdo limitada,
permitem olhar para estes polimeros como uma eventual alternativa a outros utilizados
na veiculacdo de farmacos. Outra vantagem que este polimero apresenta € a capacidade
de se poder conciliar a veiculagdo de fa&rmacos a outro tipo de aplicacdes médicas, como
é 0 caso de implantes.

No entanto, a utilizacdo dos PHA na veiculagdo de farmacos é ainda limitada por
diversos motivos. Apesar de resultados muitos promissores, a compreensdo destes
polimeros necessita de ser melhorada. Embora a curto e médio prazo os resultados de
biocompatibilidade e biodegradabilidade sejam bastantes positivos, diversos autores
defendem que é essencial a melhor compreensdo destes processos, principalmente a
longo prazo. O mesmo se aplica a incorporacdo do farmaco e a sua libertagdo, que
dependem de diferentes factores, alguns ainda ndo completamente entendidos. Apesar
de, na area de veiculacdo de farmacos, o custo de PHA ndo seja uma grande limitacdo, a
sua reducdo pode incentivar um maior nimero de estudos relativos a estes polimeros. O
namero de PHA que sdo actualmente estudados na area da veiculacdo é limitado, pelo
que o aumento de polimeros estudados iria também contribuir para uma melhor

compreensdo deste grupo de biopolimeros.

Deste modo, sdo necessarios mais estudos com PHA para que este polimero seja
considerado uma alternativa realmente vidvel na veiculacdo de farmacos actualmente

desenvolvida.
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