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RESUMO

RE, A. C. S. Avaliacao de biofilmes patogénicos: efeito de um sistema de
liberacao contendo metronidazol. 2017. 51 f. Dissertacdao (Mestrado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2017.

O perfil de liberacdao e o efeito de um sistema de liberacdo prolongada contendo
metronidazol, antimicrobiano prescrevido para o tratamento da periodontite, foram
avaliados na presenca de biofilmes supra e subgengivais, representados
respectivamente pelas bactérias Streptococcus mutans e Porphyromonas gingivalis.
Os biofilmes foram crescidos e expostos ao sistema de liberagdo prolongada
contendo metronidazol (MDZ) ou ao controle de veiculo da formulagcdo (CV),
composto de monoglicerideos e monoesterato de sorbitano. Biofilmes néo tratados
foram utilizados como controle negativo (CN). Os biofilmes e os meios de cultura de
S. mutans foram coletados ap6s a primeira exposicao aos tratamentos nos tempos
24, 48, 72 e 96 horas enquanto para biofilmes de P. gingivalis os tempos foram 24,
48 e 72 horas. Apds coleta, os biofimes foram analisados em relacdo a
quantificacado de farmaco e viabilidade bacteriana (biofiimes de S. mutans: n=3;
biofilmes de P. gingivalis: n=6). Biofilmes de S. mutans também foram avaliados em
relacdo a acidogenicidade. Nos biofilmes supragengivais, a quantificacdo de MDZ
nas primeiras 24 horas foi de 7% em relacao a concentracao inicial de farmaco na
formulacéo, permanecendo em torno de 1% para os demais tempos. O teor de MDZ
liberado da formulacdo reduziu a viabilidade bacteriana no tempo 24 horas e
diminuiu a acidogenicidade dos biofilmes por 48 horas em relagdao aos grupos CV e
NC (p<0,05). Ja para os biofilmes subgengivais, 19% de MDZ foram liberados da
formulagdo nas primeiras 24 horas e 5% do farmaco foram quantificados nas
analises dos demais tempos. O antimicrobiano liberado reduziu a viabilidade
bacteriana em todos os tempos em relacdo a CV e NC (p<0,05), ndo sendo diferente
estatisticamente entre si (p>0,05). O grupo CV apresentou menor viabilidade
bacteriana se comparado ao grupo CN (p<0,05), mas maior viabilidade em
comparacdo ao grupo MDZ em todos os tempos (p<0,05). De uma forma geral, o
sistema de liberacdo prolongada proposto neste estudo foi capaz de inviabilizar a
proliferacao de biofilmes de P. gingivalis e de desestabilizar biofilmes de S. mutans.
Além disso, os microambientes originados pelos biofilmes interferiram na cinética de
liberacdo do metronidazol, diminuindo sua disponibilidade biolégica. Assim,
considerando a continuidade do biofilme sub e supragengival, torna-se interessante
aprofundar os estudos sobre formulagcées que possam inibir biofilmes subgengivais
ao mesmo tempo em que desestabilizam biofilmes supragengivais, evitando a rapida
recolonizacdo dos nichos periodontais tratados. Em acréscimo, a possibilidade de
estudar parametros operacionais de desenvolvimento da formulagdo farmacéutica
utilizando-se modelos de biofilmes patogénicos pode ser considerada em futuros
estudos.

Palavras-chave: Biofilmes . Sistemas de liberagcao. Metronidazol.
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ABSTRACT

RE, A. C. S. Evaluation of pathogenic biofilms: effect of a release system
containing metronidazole. 2017. 51 f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2017.

The drug release profile and the effect of a controlled release system containing
metronidazole, an antibiotic prescribed for the treatment of periodontitis, were
evaluated in the presence of supra and subgingival biofilms, represented respectively
by the bacteria - Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis. The biofilms
were grown and exposed to the controlled release system containing metronidazole
(MDZ) as well as vehicle control (VC) of the formulation containing monoglycerides
and sorbitan monostearate. Untreated biofilms were used as negative control (NC).
The biofilms and culture media of S. mutans were collected after the first exposure to
the treatments at times 24, 48, 72 and 96 hours while for P. gingivalis biofilms, the
times were 24, 48 and 72 hours. After collection, biofilms were analyzed for drug
quantification and bacterial viability (S. mutans biofilms: n=3; P. gingivalis biofilms:
n=6). Biofilms of S. mutans were also evaluated for acidogenicity. In the
supragingival biofilms, the MDZ quantification in the first 24 hours was 7% in relation
to the initial concentration of drug in the formulation, remaining around 1% for the
remaining times. The amount of MDZ released from the formulation reduced the
bacterial viability in the 24 hour and decreased the acidogenicity of the biofilms by 48
hours in relation to the VC and NC groups (p <0.05). As for subgingival biofilms, 19%
of MDZ was released from the formulation in the first 24 hours and 5% of the drug
was quantified in the other analyses. The MDZ released reduced bacterial viability in
relation to VC and NC (p <0.05), and was not statistically different at all sampling
times studied (p> 0.05). The VC group presented lower number of viable bacteria
than NC (p <0.05), however, it was higher when compared to the MDZ-treated group
at all sampling times studied (p <0.05). In general, the controlled release system
proposed in this study was able to prevent the proliferation of P. gingivalis biofilms
and to destabilize S. mutans biofilms. In addition, microenvironments caused by
biofilms interfered with the release kinetics of metronidazole, reducing its
bioavailability. Thus, considering the continuity of the sub and supragingival biofilms,
it is imperative to deepen the studies on formulations that can inhibit the formation of
subgingival biofilms while destabilizing supragingival biofilms, thereby avoiding the
rapid recolonization of the treated periodontal niches. In addition, the possibility of
studying operational parameters for the development of pharmaceutical formulations
using models of pathogenic biofilms can be considered in future studies.

Keywords: Biofilms. Drug delivery systems. Metronidazole.
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1 INTRODUGAO GERAL

A maioria das doencas orais compartilha um fator etiolégico essencial para a
sua iniciacao e progressao: a presenca de biofilme. Doencas como a carie dental,
relacionada ao acumulo de biofilme supragengival (MARSH, 2003), ou periodontite,
relacionada a formacao de biofilme subgengival (SOCRANSKY et at., 1998) podem
ter consequéncias significativas na qualidade de vida do individuo (SOCRANSKY,
1977; BEIKLER; FLEMMING, 2011). Uma das maneiras mais eficientes para
diminuicdo da susceptibilidade a tais doencas € a desorganizacdo mecanica do
biofilme, promovida através da escovacdo dental (MEI et al., 2017). Contudo,
existem casos em que o uso racional de antimicrobianos é indicado, representando
uma estratégia valida para manutencao da saude oral e periodontal.

Grande parte dos estudos envolvendo a busca de novas substancias ativas
contra microrganismos bucais tem se concentrado em ceélulas livres ou biofilmes com
pouco tempo de formacdao (BJARNSHOLT et al.,, 2013; MARTIN et al., 2015).
Contudo, esta avaliacdo pode produzir resultados diferentes na presenca de um
biofilme mais estruturado (SIM et al.,, 2016). O desenvolvimento deste agregado
bacteriano acontece por meio da colonizacdo sequencial e ordenada de uma
superficie por bactérias que se organizam funcionalmente em uma matriz
extracelular polimérica, originando uma estrutura altamente dindmica (FLEMMING et
al., 2016). Tal estruturacao permite que as bactérias se comuniquem por um sistema
altamente refinado, chamado quorum sensing (MARSH et al., 2011). Esta
sinalizagdo molecular entre os microrganismos favorece e acentua sua viruléncia
(MILLER; BASSLER, 2001). Aliado a este fator, a presenga de uma matriz rica em
polimeros funciona como uma barreira protetora, principalmente contra
antimicrobianos, uma vez que os mesmos podem ter dificuldades de difusdo para as
camadas mais profundas do biofilme (MARSH et al., 2011). Este também é um dos
motivos pelos quais muitos antimicrobianos avaliados em células livres mostram-se
ineficazes em estudos clinicos in vivo.

De acordo com a localizacéo, o biofilme pode ser denominado supragengival
ou subgengival. O biofilme supragengival se forma acima da borda da gengiva,
podendo estar localizado em toda a coroa dental ou apenas na regido cervical
(ZIUNGE et al., 2010). Ja o biofilme subgengival se forma abaixo da borda gengival,
podendo aderir-se a superficie do dente e também ao epitélio do sulco gengival



(ARUNI et al., 2015). O biofilme supragengival apresenta uma composicao
microbiana primariamente aerébia, predominando espécies cariogénicas, como 0
Streptococcus mutans (THURNHEER et al., 2016). Conforme o biofilme
supragengival amadurece, outras espécies vao se ancorando e a persisténcia deste
biofilme na superficie dental resulta em constante estimulacdo dos tecidos gengivais,
causando inflamacdo e um suave aprofundamento da gengiva (TABARY et al.,
2014). Tais eventos permitem mudancas microambientais que podem alterar a
composicdo microbiana do biofilme. A medida que a fenda gengival se aprofunda, o
tecido subjacente é gradualmente destruido pelo processo inflamatério (MIANI,
2010). As condigdes microambientais progressivamente se tornam anaerobias e o
biofilme formando passa a ser denominado subgengivial, favorecendo o crescimento
de espécies como Porphyromonas gingivalis, que estd intimamente associada a
periodontite (HOW et al., 2016).

Embora exista esta divisdo da nomenclatura do biofilme, varios estudos
apontam que a localizacao supra e subgengival pode ser considerada continua.
Apenas em certo ponto da maturacao do biofilme, o habitat subgengival parece ser
isolado do ambiente supragengival, devido a sua colonizacdo microbiana e ao seu
microambiente (TELES et al.,, 2013). Assim, o efeito de um antimicrobiano pode
influenciar ambos os biofilmes, e, possivelmente, de maneiras distintas. Kaner et al.
(2007), em um estudo clinico, observaram que pacientes com periodontite tratados
com antimicrobianos sistémicos apresentaram um indice de biofilme supragengival
menor que os grupos controle. Entretanto, a interferéncia de antimicrobianos
prescritos para a periodontite em biofilmes supragengivais permanece pouco
explorada.

O metabolismo de cada biofilme (supra ou subgengival) requer o maximo
aproveitamento dos nutrientes disponiveis. O biofilme supragengival € rico em
carboidratos provenientes da dieta e bactérias como S. mutans podem fermenta-los
rapidamente (MARSH, 2003). O acido decorrente desta fermentacao € suficiente
para desmineralizar, ndo s6 o esmalte de dentes permanentes (CURY et al., 2000)
como o esmalte de dentes deciduos (RIBEIRO et al., 2005) ou a dentina (AIRES et
al., 2002). S. mutans também produz enzimas que sintetizam polissacarideos
extracelulares na presenca de sacarose, considerados um dos principais fatores de
viruléncia das bactérias cariogénicas (KLEIN et al., 2015). Ja o biofilme subgengival

oferece um ambiente distinto do supragengival, onde ha predominio de pH elevado,



ureia, além de citocinas pré-inflamatérias (THURNHEER et al., 2014; HOW et al.,
2016). Em acréscimo, este ambiente também apresenta toxinas produzidas pela P.
gingivalis que podem ajuda-la a estabelecer sua colonizagdo (BAO et al., 2014).
Diferente dos microrganismos supragengivais, bactérias como P. gingivalis utilizam
proteinas, vitamina K e grupamento heme da hemoglobina como nutrientes
essenciais para seu desenvolvimento (LEWIS et al., 2006). Assim, considerando que
a presenca de acidos, enzimas, toxinas, vitaminas, sangue, entre outros, esta
diretamente envolvida no ciclo de vida destes patdgenos, a presenca de biofilmes
patogénicos seria um fator a ser considerado na avaliacado inicial de um sistema de
liberagé@o prolongada de antimicrobianos.

Sistemas de liberacao prolongada de farmacos tém como obijetivo liberar o
farmaco gradualmente, mantendo a concentragdo do mesmo em niveis terapéuticos
por periodo de tempo prolongado (SANKAR et al., 2011). Diversas tecnologias
podem ser empregadas para promover a liberacdo gradual de um farmaco veiculado
em uma forma farmacéutica e a possibilidade de utilizacdo das mesmas em
sistemas semissolidos aumenta a sua versatilidade (SANKAR et al.,, 2011). Em
acréscimo, esta forma farmacéutica pode manter uma alta concentracao local de
principio ativo, minimizando possiveis efeitos colaterais de antimicrobianos como o
metronidazol. O metronidazol é um antimicrobiano com eficacia seletiva para
anaerdbios, capaz de interferir no metabolismo dos &cidos nucleicos (SOARES et
al., 2012). Entretanto, apesar de ser um dos antimicrobianos mais utilizados na
Periodontia (SWEENEY et al.,, 2004), seu efeito em biofilmes supragengivais,
situados nas proximidades das margens afetadas pela periodontite, ainda nao foi
investigado. Até mesmo a eficacia do metronidazol incorporado em sistemas de
liberagédo prolongada tem sido debatida (SCHWACH-ABDELLAOUI et al., 2000).

De fato, o processo de liberacdo do farmaco incorporado a uma forma
farmacéutica é afetado por varios fatores como o meio de liberacao (SANKAR et al.,
2011). O meio de liberacdo do farmaco na cavidade oral € distinto daquele utilizado
nos estudos convencionais de liberacdo, visto que no primeiro ha nutrientes,
enzimas e bactérias que podem potencialmente interferir em aspectos cinéticos da
formulag@o, modificando o perfil de liberagdo do antimicrobiano. Assim, um estudo
contemplando a liberacdo de antimicrobiano em um meio biolégico mais proximo

daquele onde se desenvolvem as doencas biofilme-dependentes poderia trazer



grandes contribuicées tanto para desenvolvimento como para o conhecimento de
tais sistemas.

Modelos de biofilme in vitro sdo amplamente utilizados para a avaliagao de
antimicrobianos orais (OMAR; NADWORNY, 2016). Mesmo com a obtencido de
resultados validos, os dados gerados podem ser limitados em termos de revelar o
verdadeiro comportamento do produto em estudos in vivo. Entretanto, apesar da
relativa simplicidade, podem estabelecer e avaliar a eficacia na fase de
experimentagcado de farmacos antes dos estudos clinicos. Assim, o uso de biofilmes
pode desempenhar um importante papel no desenvolvimento da pesquisa basica
(OMAR; NADWORNY, 2016). Neste aspecto, os modelos in vitro de biofilmes,
embora distantes da representacao de biofilmes complexos como aqueles existentes
na cavidade oral, poderiam permitir a avaliacdo do perfil de liberacdo do
antimicrobiano na presenga de variaveis normalmente ausentes nas condi¢des
ideais para a liberagéao do farmaco.

Assim, considerando que a presenca de biofilmes patogénicos pode
influenciar o desempenho de um sistema de liberacao prolongada de farmaco por
requerer parametros biolégicos inerentes a sua formacédo e crescimento e que o
efeito deste sistema deve ser estudado tanto nos biofiimes supra quanto nos
subgengivais, o objetivo do trabalho é avaliar o perfil de liberagdo de um sistema
semissolido contendo metronidazol e estudar seu efeito em biofilmes. Desta forma, o
objetivo do primeiro trabalho (capitulo 1) foi avaliar o efeito de um sistema de
liberagdo prolongada contendo metronidazol em biofilmes de S. mutans e o do
segundo (capitulo 2) foi ampliar o estudo avaliando a formulacdo em biofilmes de P.
gingivalis. A liberacdo do antimicrobiano na presenca destes biofilmes patogénicos

também foi contemplada.



2 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral do trabalho € avaliar o perfil de liberacédo e estudar o efeito de

um sistema semissoélido contendo metronidazol em biofilmes patogénicos.



3 DISCUSSAO

O controle do biofilme supragengival é considerado parte ativa da terapia
periodontal (XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; FERES et al., 2009) e isto se deve a
proximidade destes depdsitos microbianos. Assim, o biofilme supragengival pode
criar condi¢coes necessarias para a subsequente formacao do biofilme subgengival,
e, da mesma forma, pode ser afetado pelo antimicrobiano de escolha. Entretanto,
além deste efeito ser pouco explorado, a eficacia do antimicrobiano contra biofilmes
€ dependente de sua liberacdo da forma farmacéutica, a qual tem sido discutida
como uma possivel interferéncia nos estudos clinicos (MARTIN et al., 2015).

Ambos os estudos (capitulo 1 e 2) mostraram que os parametros necessarios
para o desenvolvimento dos biofilmes bacterianos diminuem a liberagao do principio
ativo da forma farmacéutica proposta. Até mesmo entre os estudos este perfil foi
diferente. Enquanto no estudo com S. mutans (capitulo 1) a liberagao inicial (24
horas) foi de 7% de metronidazol, no estudo com P. gingivalis (capitulo 2) a
liberagdo foi de quase 19% de farmaco em relacdo a concentragdo inicial na
formulacdo. Embora sejam inferiores aos seus respectivos controles, os perfis de
liberacao distintos podem ser discutidos em relacdo ao microambiente exigido por
cada biofiime. O baixo pH originado pela metabolizacdo de carboidratos por S.
mutans podem ter interferido na forca ibnica do meio e, assim, contribuido para a
diminuicdo da liberacdo do farmaco. Por outro lado, este mesmo fator pode ter
favorecido a liberagdo do metronidazol no estudo com a P. gingivalis, uma vez que
seu metabolismo é capaz de gerar produtos com caracteristicas basicas. De fato, o
metronidazol apresenta caracteristicas basicas (TOLLS, 2001) o que poderia
justificar sua maior solubilidade em pH basico. Em relacdo aos demais tempos do
perfil de liberacdo, observou-se que no estudo com S. mutans, cerca de 1% de
metronidazol foi detectado em 48, 72 e 96 horas. Ja no estudo com P. gingivalis,
verificou-se liberacao estendida de 5% ap6s as primeiras 24 horas de exposicao a
formulacdo. Embora estes resultados sugiram que a integridade fisica da formulacao
foi capaz de resistir ao ambiente desafiador promovido pela presenca dos biofilmes,
parametros como erosao deste sistema semissélido devem ser contemplados em

estudos futuros.



Os resultados de liberagdo de metronidazol da formulagao corroboram com os
resultados de viabilidade bacteriana. No primeiro estudo (capitulo 1), os resultados
mostram que o biofilme de S. mutans teve sua viabilidade diminuida pela liberagéao
de antimicrobiano nas primeiras 24 horas apos a exposicao ao sistema de liberacao.
Ao mesmo tempo, o numero de bactérias livres aumentou no caldo de cultura,
sugerindo que as bactérias agregadas no biofilme migraram para o meio de cultura
apdés o contato com o farmaco. Apesar do metronidazol ndo inviabilizar bactérias
como S. mutans (MCBAIN et al., 2004), este efeito de desagregacdo bacteriana
deve ser melhor investigado. Estudos apontam a migracao de bactérias para regides
distantes de seu nicho como uma causadora de complicagdes, como as
endocardites bacterianas (BANAS, 2004). Entretanto, é dificil discutir com biofilmes
monoespécie 0 que possivelmente ocorreria em biofilmes in vivo, pois as mudangas
qualitativas podem ser mascaradas pelas quantitativas. Assim, apesar deste modelo
de biofilme monoespécie ser muito empregado na literatura devido as suas
caracteristicas metabdlicas marcantes (LEMOS et al., 2013) sua utilizagdo para
estudos iniciais de liberacdo de farmacos poderia ser mais explorada, principalmente
ao se considerar uma futura aplicacao clinica. Em acréscimo, meios biolégicos mais
complexos, presenca de saliva em fluxo continuo e biofilmes com diversidade maior
de bactérias poderiam contribuir para uma maior acuidade no estudo destas
formulacdes antes dos estudos clinicos.

Considerando o estudo com S. mutans e observando os efeitos do
microambiente do biofilme sobre o perfil cinético da liberacdo de farmaco, a préxima
etapa do trabalho foi avaliar a liberagcdo do metronidazol e seu efeito em um biofilme
susceptivel a ele (capitulo 2). Neste capitulo, biofilmes de P. gingivalis tiveram sua
viabilidade diminuida em todos os tempos do experimento, até mesmo nos tempos
onde a liberacao foi significativamente menor que a inicial (em torno de 5% de sua
concentracao inicial na formulacdo). O efeito do metronidazol em microrganismos
anaerdbios é bem estabelecido na literatura (NOYAN et al., 1997 SOARES et al.,
2012) e sua indicacao para o tratamento da periodontite é considerada promissora
(SWEENEY et al., 2004). Este antimicrobiano permeia a célula por difusédo e, quando
metabolizado, produz radicais livres e metabdlitos reduzidos que sao capazes de
danificar o DNA bacteriano, levando a morte celular. Assim, mesmo com uma baixa
concentracdo nos tempos de 48 e 72 horas, a formulacado proposta foi capaz de
inibir a formacéao de biofilmes. O controle do veiculo da formulacdo, composto de



monoglicerideos e monoestearato de sorbitano, também inibiu o crescimento
bacteriano em todos os tempos de formacéo do biofilme de P. gingivalis, mas nao de
S. mutans. O monoestearato de sorbitano € um derivado do sorbitol e seu efeito
inibitério sobre P. gingivalis é relatado na literatura (HASHINO et al., 2013). Ja o
efeito deste polidlcool em S. mutans parece nao ter carater inibitério (DE COCK et
al., 2016), havendo a sugestdo de que estas bactérias metabolizam sorbitol e podem
utiliza-lo como fonte de energia (DURSO et al., 2014).

De uma forma geral, o sistema de liberacdo prolongada proposto neste
estudo foi capaz de inviabilizar a proliferacdo de biofilmes de P. gingivalis e de
desestabilizar biofilmes de S. mutans. Em acréscimo, os microambientes ideais para
o crescimento das diferentes espécies, juntamente com seus produtos metabdlicos,
sao capazes de interferir na cinética de liberagdo do metronidazol, diminuindo sua
disponibilidade biologica. Assim, considerando a continuidade do biofilme sub e
supragengival, torna-se interessante aprofundar os estudos sobre formulagdes que
possam inibir biofilmes subgengivais (capitulo 2) ao mesmo tempo em que
desestabilizam biofilmes supragengivais (capitulo 1), evitando a rapida recolonizacao
dos nichos periodontais tratados. Além disso, a possibilidade de estudar parametros
operacionais de desenvolvimento da forma farmacéutica utilizando-se modelos de
biofilmes patogénicos pode ser considerada em futuros estudos, contribuindo para o
aumento das chances de sucesso clinico desta forma farmacéutica, consideradas
baixas para grande parte das formulacdes desenvolvidas para a cavidade oral
(PATEL et al., 2012). Apesar da limitacdo dos modelos de biofilme monoespécie
utilizados neste estudo, a realizagdo destes trabalhos (capitulo 1 e 2), que envolvem
os estudos de liberagdo de farmaco na presenca de biofiimes e a avaliagdo dos
efeitos do principio ativo incorporado em um sistema semissélido, visa unir esforgos
integrados e continuos de pesquisa basica que possam atuar na interface Farmécia-
Odontologia. A partir do conhecimento do perfil de liberagdo na presenca de biofilme
formado em diferentes condigdes (como por exemplo, biofilmes de S. mutans e de P.
gingivalis), estratégias de inibicdo e desagregacdo de biofiimes podem ser
idealizadas e assim contribuir com o desenvolvimento/aprimoramento de novos

modelos bioldgicos in vitro para estudo de formulagdes farmacéuticas no futuro.



4 CONCLUSAO GERAL

O sistema de liberagdo prolongada contendo antimicrobiano foi capaz de
inviabilizar a proliferacdo de biofilmes subgengivais e de desestabilizar biofilmes
supragengivais. Em acréscimo, a presenca de biofilmes patogénicos foi capaz de
interferir na cinética de liberagdo do metronidazol, diminuindo sua disponibilidade

bioldgica.
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Prezadas Pesquisadoras,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “PROPOSTA DE
MODELO BIOLOGICO COMO FERRAMENTA DE OTIMIZACAO DE SISTEMAS DE LIBERACAO
SUSTENTADA DE FARMACOS”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité,
Protocolo CEP/FCFRP n°. 375 foi aprovado ad referendum do Comité de Etica em
Pesquisa em 08/05/2015.

Lembramos que, de acordo com a Resolugado 466 /2012, item IV .5, letra
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ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.
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interposicdo de emenda na Plataforma Brasil.
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