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LISTA DE ABREVIATURAS
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Medicamento Sujeito a Receita Médica
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NOTA INTRODUTORIA

A profissio de farmacéutico em Portugal remonta a idade média (séc. Xlll). Os
Boticarios, eram considerados especialistas na manipulagao em pequena escala de farmacos de
origem vegetal, animal e mineral [I]. Desde entao, a profissao passou por varias
transformagoes, culminando numa expansao significativa do niumero de farmacéuticos recém-
formados nas dltimas décadas. Atualmente a profissao conta com mais de 15 000
farmacéuticos com uma distribuicao maioritariamente do sexo feminino e de faixas etarias
jovens (68% com idade inferior a 45 anos) a exercer atividade nao s6 em Farmacia Comunitaria
ou Hospitalar, mas também em areas como Analises Clinicas, Assuntos Regulamentares,
Distribuicao Farmacéutica, Industria Farmacéutica, Investigagao Cientifica, entre outras [2].

O farmacéutico é considerado um profissional de salde altamente competente e
especializado, que desempenha um papel de destaque ao longo de todo o ciclo de vida do
medicamento. No entanto, nas ultimas décadas tem se verificado uma mudanga de paradigma
na profissao. O farmacéutico deixou de ser apenas o “especialista do medicamento”, e passou
a desempenhar um papel de relevo na promogao do conceito de saude junto das populagoes.
Como resultado dessa transformagao, Portugal tem sido considerado nos ultimos anos como
um dos paises da Europa no qual as farmacias oferecem um maior leque de servigos a
comunidade, desempenhando um papel de relevo na integragao e articulagao na rede de
cuidados primarios de saude [3].

O Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria, inserido no plano de estudos do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) surge nao apenas como uma oportunidade de consolidar e
aplicar o conhecimento adquirido ao longo dos 5 anos de formagao, mas também como uma
oportunidade de aplicar esses conhecimentos na prestacao de servigos disponibilizados as

populagoes.

FARMACIA UNIVERSAL

A Farmacia Universal encontra-se situada na praga 8 de Maio, em plena Baixa da cidade
de Coimbra. Adquirida pelo Dr. Pedro Baptista, atual diretor técnico, em 2014. Atualmente
encontra-se aberta ao publico de segunda a sexta-feira das 8:00 h as 19:00h e sabados das
9:00h as 13:00h. Para além do horario de expediente normal, a Farmacia Universal é
periodicamente destacada como farmacia de servico, mantendo-se em funcionamento

permanente durante a noite.
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* Localizagdo priviligiada

* Estagio estruturado acompanhado
* Diversidade de tarefas realizadas
* Horario de estagio flexivel

* Equipa técnica

* Qualidade do atendimento

* Sistema de Cashguard PONTOS
* Prescrigao por DCI

* Receita eletrénica desmaterializada

-

ANALISE SWOT

O estagio na Farmacia Universal contou com a orientagao do Dr. Pedro Baptista e teve
a duragao de 676 horas realizando-se durante o periodo de 8 de janeiro a 20 de abril. As
atividades desenvolvidas durante este periodo sao descritas no presente relatorio de estagio

sob a forma de uma analise SWOT (do inglés Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats).

* Fraca formagdo em dermocosmética e

veterinaria
* Espago fisico e stocks reduzidos
* Receitas manuais

PONTOS * Preparagao de medicamentos
FORTES FRACOS manipulados

.

( OPORTUNIDADES AMEACAS

¢ Dispensa de medicamentos e
aconselhamento farmacéutico e Reduzida familiarizagdo com nomes

comerciais de medicamentos
e Cartdo da Farmacia Universal

® Proximidade com outras farmacias
e Acompanhamento farmacoterapéutico

e Rutura de stocks nos armazenistas /

* Gestdo e merchandising distribuidores

PONTOS FORTES

l. Localizagao privilegiada

Por se localizar no coraciao da Baixa de Coimbra, junto a Camara Municipal e numa
das pragas mais movimentadas da cidade, a Farmacia Universal dispoe de uma facilidade de
acesso, que lhe confere o estatuto de farmacia de referéncia nao s6 para a populagao que
passa habitualmente por aquele local ou que ali trabalha, como também para a populagao
sazonal, nomeadamente estudantes e turistas. Serve, por essa razao, uma populagio com
caracteristicas bastante heterogéneas. Este aspeto levou-me a contactar com um publico-alvo
muito abrangente, o que me possibilitou nao sé compreender a necessidade de ser um
profissional versatil como também de trabalhar técnicas de abordagem e assim melhor adaptar

o discurso ao tipo de utente com o qual me deparava.



Il. Estagio estruturado e acompanhado

Por se tratar de uma farmacia relativamente pequena, uma das exigéncias que desde
logo o meu orientador de estagio colocou foi o facto de nao aceitar orientar mais do que um
estagiario em simultaneo. Esse fator revelou-se uma grande mais valia para mim, no sentido
em que me proporcionou uma aprendizagem mais personalizada e direcionada para as minhas
necessidades.

O meu estagio passou por varias fases, sendo que numa primeira fase passei algum
tempo na area de recegao de encomendas e gestao de stocks, onde pude aprender as
principais funcionalidades do sistema, necessarias a gestao de produtos na farmacia. Quando
o Dr. Pedro Baptista percebeu que ja dominava estas ferramentas, colocou-me inicialmente a
observar atendimentos, onde fui gradualmente assimilando conhecimentos e técnicas de
abordagem do utente junto da restante equipa. Aos poucos fui conquistando alguma
autonomia, e o processo foi de tal forma gradual que, quase sem me aperceber ja estava a
fazer atendimentos de forma totalmente autdbnoma.

Destaco ainda o esforgo da restante equipa técnica que, ao sentir a minha dificuldade
em providenciar aconselhamento relativamente as variadas gamas de dermocosmética, por
vezes, em periodos de menor movimento da farmacia, aproveitava para me fazer uma breve

formacao, apresentando as variadas gamas disponiveis na farmacia.

1. Diversidade de tarefas realizadas

Considero a diversidade de tarefas realizadas como um ponto forte do meu estagio na
Farmacia Universal uma vez que a sua execugao me permitiu compreender o funcionamento
integrado da farmacia e dos seus subsectores. Assim, participei na realizagao de tarefas de
gestao de stocks, onde me foi explicado pelo meu orientador como avaliar a rotatividade dos
produtos, e em que situagoes os stocks deveriam ser aumentados ou reduzidos. Ainda neste
ambito, aprendi a importancia do controlo de inventario e da gestao de prazos de validade
que, quando realizados de forma eficaz permitem diminuir substancialmente as quebras anuais.
Adicionalmente trabalhei com o sistema de Gestio de Devolucbes do Sifarma 2000 °, onde
me foi dada autonomia para realizar devolugdes a fornecedores quando necessario. Para além
destas tarefas de back office, realizei variadas atividades junto da populagao, nomeadamente
dispensa de medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) e aconselhamento e dispensa de
medicamentos n3o sujeitos a receita médica (MNSRM) e de dermocosméticos.

Adicionalmente, realizei determinagao de parametros bioquimicos.



V. Horario de estagio flexivel

Enquanto meu orientador, o Dr. Pedro Baptista sempre foi bastante flexivel
relativamente ao numero de horas didrias de estagio, dando-me liberdade desde o primeiro
dia para gerir o meu horario da forma que mais me conviesse, nesse sentido, optei por fazer
um horario das 9h as 19h. No entanto sempre que me surgiu algum compromisso simultaneo
ao periodo de estagio, este nunca se opOs a alteragao do mesmo. Isto permitiu realizar estagio
curricular naquelas instalagoes, sem comprometer atividades extracurriculares nas quais

estava integrada.

V. Equipa Técnica

A equipa técnica, desde cedo se revelou bastante coesa e organizada, onde cada
membro era responsavel por determinadas tarefas, embora todos estivessem aptos para
desempenhar outras tarefas quando tal se revelasse necessario. Um dos aspetos que considero
como um fator de distingao e que acresce valor ao servigo prestado na Farmacia Universal é
o facto dos farmacéuticos que integram o seu staff, apesar de constituirem uma equipa jovem,
partilharem de um espirito de uniao e entreajuda notavel. Considero que este trunfo constituiu
uma mais valia nao s6 para o bom ambiente que se transmitia na farmacia, como também para
a minha facil adaptagao a nova rotina de trabalho. Desde cedo, o grupo se mostrou
amplamente disponivel para me transmitir os seus conhecimentos e ajudar, colocando-me
bastante a vontade para expor qualquer duvida, e apoiando o atendimento numa fase de

aprendizagem inicial.
VI. Qualidade do atendimento

Com uma equipa de exceléncia que prima pela simpatia e pelo atendimento de
qualidade, eram muitos os utentes que, pela relagao de proximidade criada com os
profissionais de saude afirmavam com manifesta satisfacio que gostavam muito de frequentar
aquela farmacia, ou que, embora nao fossem de Coimbra e tivessem farmacia nas proximidades
de sua casa, vinham a Farmacia Universal sempre que podiam. Assim, destaco o
profissionalismo e o cuidado com a satisfagao do cliente como dois pontos fortes por serem
aspetos que acrescentam valor aos servigcos prestados pela Farmacia Universal e elevam os
padroes de qualidade junto da populagio. Ao mesmo tempo, este aspeto permitiu-me
perceber ao longo do estagio a importancia da fidelizagao de utentes conseguida nao sé através

da variedade de servicos prestados a comunidade como também através promogao da



melhoria continua. Considero, por isso, este aspeto como um fator diferenciador que alterou

bastante a minha visao do trabalho em farmacia comunitaria.

VIl.  Sistema de Cashguard

A Farmacia Universal dispoe de um sistema de Cashguard que armazenava todo o
dinheiro resultante das transagoes efetuadas durante o horario de expediente, ao mesmo
tempo que disponibilizava de forma facil e instantanea o troco durante uma venda. Este sistema
simplificou nao s6 o atendimento, uma vez que facilitava a transagao financeira, como também
o rastreamento de qualquer erro humano que existisse. Quando comecei a realizar
atendimentos ao publico foi me atribuido um codigo de estagiario no Sifarma 2000 °© que
coincidia com o cédigo do sistema de Cashguard assim, por comparagao das vendas didrias
registadas no Sifarma 2000® com os movimentos registados no Cashguard era possivel ter um
maior controlo, e desta forma prevenir/corrigir possiveis erros durante o desempenho das
minhas fungoes. Considero que a possibilidade de usufruir deste sistema ao longo do estagio
revelou-se bastante vantajosa uma vez que, nao so eliminava o risco de erro no manuseamento
do dinheiro, permitindo-me focar mais no utente e nas suas necessidades e, como também
agilizava bastante o processo de encerramento de caixa ao fim do dia. Adicionalmente,

proporcionou-me uma maior percegao do volume de vendas didrio que realizava no dia-a-dia.

VIIl.  Prescrigao por DCI

Apos a publicagao da lei n° 11/2012, de 8 de margo foram alteradas as regras de prescrigao
e dispensa de medicamentos. Este documento veio implementar as normas de prescrigao de
medicamentos pela Denominagao Comum Internacional (DCI), forma farmacéutica, dosagem,
apresentagao e posologia, podendo em casos excecionais devidamente justificados pelo
médico aparecer também a denominagdo comercial [4]. Desta forma, durante a fase de
dispensa o utente pode optar entre medicamentos de marca ou medicamentos genéricos. Esta
medida visou promover uma mudan¢a de paradigma nos habitos de consumo de
medicamentos proporcionando um aumento do consumo de medicamentos genéricos que,
mesmo apresentando eficacia, seguranca e qualidade equivalente aos medicamentos de marca
sao comercializados a pregos mais acessiveis. Esta alteracao, permitiu que os utentes
passassem a assumir um papel mais proativo na gestao do seu tratamento [5].

Para além disso, uma vez que ao longo do MICF, o estudo dos agentes farmacologicos é
essencialmente lecionado tendo por base as substancias ativas, a transformagao da prescricao
anteriormente por nome comercial para prescri¢cao por DCI facilitou bastante o momento da

sua interpretagdo uma vez que me encontrava mais familiarizada com os termos. Nesse



sentido, a prescricao por DCI permitiu-me melhorar a minha capacidade de resposta as

questoes colocadas pelo utente.

IX. Receita eletronica desmaterializada

Tendo em vista a agilizagao e uniformizagao do processo de prescrigao foi publicado
em Didrio da Republica a 25 de fevereiro de 2016 o DESPACHO N.° 2935-B/2016, que
estabelecia que, a partir do dia | de abril de 2016 a prescrigao exclusiva através de receita
eletronica desmaterializada (receita sem papel) seria obrigatéria. Esta medida visava conferir
ao processo de prescricao uma maior autenticidade, seguranca e fiabilidade ao mesmo tempo
que promovia a implementagao de praticas ambientais sustentaveis junto do (SNS) [6].

Nesta nova modalidade, apos prescricao, o doente recebe o numero da receita
eletronica juntamente com dois codigos de acesso: o “Codigo de Acesso e Dispensa” que
permite ao farmacéutico aceder a receita e o “Caddigo de Direito de Opgao” necessario caso
utente opte por um determinado medicamento e queira fazer uso desse direito. Estes dados
podem integrar a guia de tratamento dada ao doente ou podem ser enviados via e-mail ou
numero telefénico. Apesar da lei ter entrado em vigor ha mais de 2 anos, existem ainda
algumas pessoas que nos chegam a farmacia um pouco confusas relativamente ao modo de
funcionamento deste sistema. Este método teve, no entanto, uma boa aceitagao por parte do
publico em geral uma vez que com este passou a ser possivel aviar apenas os medicamentos
que eram necessarios, permitindo uma dispensa faseada. Apesar de, no passado, pouco ter
contactado com este tipo de receitas, rapidamente compreendi o seu funcionamento uma vez
que estas sao bastante intuitivas comparativamente com as tradicionais receitas manuais, ou
mesmo as receitas eletronicas materializadas. Este novo sistema representa uma mais valia
para as farmacias uma vez que permitiu a diminuigao significativa do erro humano inerente a
pratica farmacéutica aumentando a confianga de profissionais de salide e utentes. A nivel
pessoal, sinto que este formato eletronico simplificou bastante o momento do atendimento e,

em particular a aquisicao de experiéncia ao longo do estagio.
PONTOS FRACOS

Fraca formacao em dermocosmética e veterinaria

Uma das dificuldades com as quais me deparei ao longo do atendimento consistiu no
elevado nUimero de pessoas que entravam na farmacia a procura de artigos de
dermocosmética, nomeadamente cremes e que, quer devido ao elevado numero de gamas

disponiveis na farmacia, quer devido meu relativo desconhecimento dos produtos de cada



gama, acabava por nao conseguir disponibilizar um aconselhamento mais completo. Embora a
equipa me fosse prestando alguns esclarecimentos ao longo do estagio, o tempo acabou por
se revelar escasso para a quantidade de produtos disponiveis no mercado. Considero que
seria uma mais valia alargar o plano curricular na area de dermofarmacia, uma vez que esta
pode constituir um fator diferencial para as farmacias. Por outro lado, essas falhas poderiam
ter sido colmatadas com a presenga em mais formagoes que me permitissem tomar
conhecimento das gamas de produtos disponiveis no mercado e das suas indicagoes, algo que

nao se revelou possivel durante o periodo em que decorreu o estagio.

I. Espaco fisico e stocks reduzidos

A Farmacia Universal localiza-se num prédio historico da baixa de Coimbra, que
apresenta uma area bastante reduzida. Este facto limita nao s6 o nimero de balcoes de
atendimento, como também o espago disponivel para exposicao de OTC'’s (Over the Counter
drugs), bem como de artigos de dermocosmética, puericultura, dietética, entre outros.
Durante o meu estagio pude verificar a dificuldade que a equipa sentia, relativamente a gestao
do espago de exposigao sempre que chegavam encomendas de produtos novos.

Do mesmo modo, o espago disponivel para armazenamento de medicamentos
igualmente reduzido obrigava a uma gestao apertada, com stocks reduzidos de medicamentos.
Este fator faz com que a Farmacia Universal se torne muito suscetivel a oscilagoes de
aprovisionamento dos distribuidores/armazenistas, acontecendo por diversas vezes rutura de
stocks de alguns medicamentos que se encontravam rateados ou esgotados junto destes. Do
mesmo modo, por vezes os utentes tinham preferéncia por um determinado laboratoério que
nao estava disponivel na farmacia no momento. Embora na maior parte dos casos fosse
possivel contornar a situagao, por vezes os utentes eram obrigados a esperar até a proxima
entrega do armazenista para obterem os medicamentos de que precisavam.

Considero que este aspeto constituiu um ponto fraco ao longo do meu estagio uma
vez que, por diversas vezes a farmacia ficou sem stock de um determinado produto causando
sempre algum constrangimento no momento do atendimento, quer para o farmacéutico que
fica bastante limitado quer para o utente que nao consegue obter o medicamento de que

necessita.

1. Receitas manuais

Embora as receitas manuais tenham feito parte da pratica farmacéutica ao longo dos
ultimos anos, o surgimento das prescri¢oes eletrdnicas tornou o ato de dispensa de MSRM

bastante mais simples. Com a constante evolugio do modelo de prescricao eletrénica,



atualmente a prescrigao manual apenas se justifica em casos muito especificos como situagoes
de: “a) Faléncia do sistema informdtico; b) Inadaptagdo fundamentada do prescritor; c) Prescricdo ao
domicilio; d) Outras situacées até um mdximo de 40 receitas médicas por més” [7].

Uma vez que as receitas manuais sao cada vez menos frequentes, ao longo do meu
estagio pouco contactei com este tipo de receitas, o que dificultou a minha familiarizagao com
as mesmas. Assim, sempre que, no ato do atendimento, surgiram receitas deste tipo senti-me
pouco a vontade uma vez que a probabilidade de erro era consideravel. Para além de,
ocasionalmente, as receitas virem incompletas (sem numero de utente ou sem dosagem), por
vezes a caligrafia do prescritor nao permitia a sua clara interpretagao. A inseguranga e pouco
a vontade que sentia perante este tipo de receitas, levou a que, grande parte das vezes optasse
por confirmar junto de um membro da equipa, os dados da receita/medicamentos, por forma

a minimizar o risco de erros de interpretagao.

V. Preparagao de medicamentos manipulados

Apesar da enorme evolugao do setor da Industria Farmacéutica, a manipulagao de
determinadas preparagoes pelos farmacéuticos de oficina continua a ser uma ferramenta
valiosa na obtengao de formulagoes que nao sao produzidas pela industria. Nestas inserem-se
as Formulas Magistrais (quando sao preparados segundo uma receita médica que especifica o
doente a quem o medicamento se destina) e os Preparados Oficinais (quando o medicamento
¢ preparado de acordo com uma Farmacopeia ou Formulario) [8].

Embora a Farmacia Universal recebesse alguns pedidos de preparagao de manipulados,
estes nao eram preparados, nas suas instalagoes, mas noutra farmacia pertencente ao mesmo
grupo, a Farmacia Santa Isabel. Como tal nao tive oportunidade de assistir a manipulagao
controlo de qualidade e calculo de pregos de medicamentos em contexto de farmacia de
oficina. Considero que a oportunidade de participar na formulagao de um medicamento
manipulado em ambiente de farmacia de oficina representaria uma mais valia para o
enriquecimento da minha formagao académica, pelo que este foi um ponto fraco do meu

estagio.
OPORTUNIDADES

Cartao da Farmacia Universal

A Farmacia Universal dispunha de um cartio de fidelizagao préprio, para além do
cartdao das Farmacias Portuguesas. Este destinava-se aos clientes habituais da farmacia e

permitia acumular pontos com as vendas de produtos. Os pontos acumulados dariam direito



a um desconto de 10 % em produtos de IVA a 23% - maioritariamente produtos de cosmética
e dietética. Este sistema permitia ndo sé criar uma ligagdo de proximidade com os utentes
habituais da farmacia ao mesmo tempo que, ao diminuir o prego dos produtos de venda livre,
promovia a sua aquisicao. Considero que esta ferramenta de marketing constitui uma
oportunidade para aumentar o nimero de utilizadores da farmacia bem como o volume de
vendas de produtos de maior margem de lucro para a farmacia (produtos

cosméticos/higiene/dietéticos/etc).

I. Acompanhamento farmacoterapéutico

O acompanhamento farmacéutico é uma das atividades de maior responsabilidade e
mais desafiantes da pratica farmacéutica. Nos Ultimos anos este tem sido amplamente
promovido dentro do setor farmacéutico. Este permite estudar e acompanhar, de forma
continua e integrada as patologias, a medicagao associada e as preocupagoes de saude dos
utentes [9]. Considero que, num mercado farmacéutico no qual todas as farmacias
comercializam os mesmos produtos, o fator diferenciador reside na variedade e qualidade dos
servigos prestados. Assim, a componente de acompanhamento farmacoterapéutico surge
como forma de preencher uma necessidade ja identificada na populagao. Considerei este
aspeto como uma oportunidade por permitir a Farmacia Universal a captagao de alguns
utentes novos e a prestagao de um servigo adicional aos utentes ja fidelizados. Para além disso,
este permite a promogao do uso racional do medicamento junto do doente como também a
detecao de possiveis interagoes medicamentosas, duplicagoes de terapéuticas ou reagoes
adversas a medicamentos (RAM), melhorando desta forma a qualidade dos servicos prestados
pela equipa farmacéutica. A nivel econémico pode constituir uma fonte de receita adicional.

Uma vez que uma grande maioria dos utentes da Farmacia Universal sao clientes
habituais, existe uma maior facilidade de implementagao de um sistema de acompanhamento
farmacoterapéutico, uma vez que os medicamentos habitualmente comprados pelos mesmo

se encontram registados nas fichas de utente arquivadas no sistema Sifarma 2000°.

I. Gestao e merchandising

Durante o estagio na Farmacia Universal adquiri conhecimentos praticos sobre técnicas
de gestao e de merchandising farmacéutico, que vieram consolidar os conhecimentos tedricos
adquiridos no ambito da unidade curricular Organizagao e Gestao Farmacéutica. Ao longo o
estagio pude depreender a importancia de uma correta gestao da farmacia, razao pela qual o
diretor técnico passava muito do seu tempo ocupado no desempenho dessas tarefas, as quais

tive oportunidade de acompanhar.



Do mesmo modo, pude aplicar conhecimentos de marketing farmacéutico e de
estratégias de vendas como o cross-selling ou up-selling, mas também de merchandising. O
merchandising é uma ferramenta muito utilizada no marketing que tem como finalidade a
promogao de um produto através da sua exposigao para os utentes da farmacia, aumentando
a sua visibilidade e a informagao disponibilizada ao cliente, de modo a encorajar o impulso de
compra. Na Farmacia Universal o merchandising era muito utilizado na apresentagao de gamas
de cosméticos e produtos de carater sazonal, materializado sob a forma de cartazes ou mesmo
de oferta de amostras dos produtos em questao. Considero que este aspeto se representou
uma oportunidade ao longo do estagio ja que, embora nao fosse o foco central do mesmo, se
revelou um complemento ao permitir o reconhecimento das estratégias de vendas empregues
nas farmacias portuguesas, ao mesmo tempo que ia desenvolvendo as minhas competéncias

sobre o tema [10].
AMEACAS

Reduzida familiarizagado com nomes comerciais de medicamentos

Como referi anteriormente, embora a prescricao por DCI tenha minimizado o
problema da reduzida familiarizagao com os nomes comerciais do medicamento, inicialmente
tornou-se um desafio para mim associar os nomes as substancias ativas. Destaco este aspeto
como uma das minhas maiores dificuldades quando iniciei o estagio na Farmacia Universal, nao
s6 porque os medicamentos estavam organizados alfabeticamente por nome comercial, como
também pelo facto de, durante o atendimento ao publico, por norma os utentes conhecerem
os seus medicamentos pelo nome de marca o que criou, a principio, algumas barreiras de
linguagem. Considero que existe uma lacuna no plano curricular do MICF que deveria ser
colmatada, de forma a ser possivel no futuro facilitar a integragao dos estagiarios, e
proporcionar a aplicagao dos conhecimentos cientificos adquiridos ao longo da sua formacgao
de forma mais eficaz. Identifiquei este aspeto como uma potencial ameaga durante a realizagao
do estagio na Farmacia Universal uma vez que este fator limitou a minha prestagao inicial. Por
outro lado, sinto que apos contacto diario com os medicamentos e esforgo adicional fui

gradualmente conseguindo estabelecer associagoes entre termos.

Il. Rutura de stocks nos armazenistas/distribuidores

Ao longo do meu estagio deparei-me como varias ocasides durante as quais me foi
solicitado um determinado medicamento, o qual nao pude dispensar uma vez que os produtos

se encontravam esgotados ou rateados. Por vezes a situagao de incerteza arrastava-se por



varias semanas, sendo que algumas pessoas chegavam a dirigir-se praticamente todas as
semanas a farmacia para perguntar se o produto ja estaria disponivel sem que a equipa tivesse
informagao suficiente para providenciar uma resposta concreta relativamente as previsoes de
recegao do medicamento. Assim, considero que a rutura de stocks de medicamentos junto
dos armazenistas e distribuidores constitui uma ameaga para as farmacias, uma vez que pode
originar o corte no suprimento de medicamentos essenciais. Por outro lado, este facto causava
sempre algum transtorno, nao sé para os profissionais de saude que acabavam por nao
conseguir dar respostas as necessidades dos seus utentes ou providenciar-lhe alternativas
imediatas, como também para as pessoas envolvidas que muitas vezes eram obrigadas a
procurar o medicamento de que precisavam noutras farmacias ou a consultar o seu médico
de familia para que este lhes pudesse alterar a medicagao, tornando se mais complicado nos
casos em que o mercado nao dispunha de alternativas terapéuticas.

Como forma de minimizar a ocorréncia destes eventos, a Farmacia Universal dispunha
de um sistema de aprovisionamento que contava com cerca de cinco dos principais

distribuidores a nivel nacional.

1. Proximidade com outras farmacias

Apesar de dispor de uma localizagao privilegiada, a Farmacia Universal partilha essa
localizagao com mais duas farmacias que se encontram bastante préximas, a Farmacia Luciano
& Matos e a Farmacia Central. Considerando as farmacias como instituigoes privadas inseridas
num setor de mercado bastante complexo cuja sustentabilidade esta diretamente dependente
do volume de vendas, embora os farmacéuticos devam privilegiar o dever de prestagao de
cuidados de saude de qualidade sobre os interesses economicos inscrito no Artigo 10°
“Deveres para com a profissao” do Codigo Deontologico da Ordem dos Farmacéuticos no
qual: “I — A primeira e principal responsabilidade do farmacéutico é para com a saide e bem-estar
do doente e do cidaddo em geral, devendo pér o bem dos individuos a frente dos seus interesses
pessoais ou comerciais e promover o direito de acesso a um tratamento com qualidade, eficacia e
seguran¢a.” a proximidade com outras farmacias causa uma certa pressao junto dos
profissionais de salde para atingirem determinadas metas de vendas que podem comprometer
a qualidade dos servigos prestados [ 1].

ApOs a crise financeira na Europa e sobretudo a partir de 2007 as farmacias tém sofrido
com o resultado de medidas politicas que vieram alterar nao so a lei de exclusividade de
propriedade das farmacias como também determinaram a redugcio do preco dos
medicamentos resultando na diminuigao das margens de lucro das farmacias. Estas medidas do

governo, adicionadas as varias campanhas de utilizacgdgo de medicamentos genéricos



promovidas nos ultimos anos tém reduzido significativamente as margens de lucro das
farmacias, tornando estas instituigoes bastante vulneraveis a variaveis economicas [12].

Estas medidas tiveram um profundo impacto econémico e a Farmacia Universal nao foi
excegao. A sua proximidade com outras farmacias acentua ainda mais a sua debilidade
economica e promove um ambiente de competitividade. A nivel pessoal, considero que este
aspeto constituiu uma ameaga a0 meu estagio uma vez que nos momentos de maior afluéncia
havia uma certa pressao sobre a equipa para acelerar o atendimento por forma a atender
todas as pessoas que entravam na farmacia. Por outro lado, durante esses periodos senti uma

maior dificuldade em colocar algumas questoes que me surgiam a equipa.
CASOS CLINICOS

Caso | — Sintomas gripais versus constipacoes

Uma vez que o meu estagio decorreu durante os meses frios, era frequente chegarem-
nos a farmacia doentes com sintomas comuns de gripe ou de constipagoes. Embora os
sintomas se possam confundir, € importante distinguir estes dois tipos de infe¢oes
respiratorias, por forma a conseguir adequar e otimizar o tratamento a cada situagao. Embora
ambas as infegoes sejam autolimitadas, o tratamento adequado pode aliviar o desconforto
sintomatico associado. Antes de apresentar os casos praticos com os quais me deparei durante
o periodo de estagio farei uma breve introdugao sobre as principais diferengas entre uma gripe
€ uma constipagao.

Ambas as doencas resultam de uma infegao viral do trato respiratério, no entanto a

constipagao € uma infegao do trato respiratorio superior causada por rinovirus. Embora cause
sintomas semelhantes aos da gripe, por norma assumem um carater mais leve. Os principais
sintomas incluem tosse seca, dor muscular ligeira, congestao nasal, espirros, dor de garganta
sem febre e os sintomas persistem normalmente durante de 2 a 4 dias.
Por outro lado, a gripe é provocada pela transmissao do virus influenza. Os sintomas tém
normalmente um inicio abrupto podendo perdurar entre 7 a 10 dias. Os sintomas mais comuns
incluem mal-estar geral, febre elevada, tremores, dores musculares e cefaleias, tosse seca,
congestao nasal [I3].

Um dos casos com os quais me deparei foi o de um homem de cerca de 30 anos que
se dirigiu & Farmdcia Universal para solicitar o conhecido antigripal Antigrippine trieffect® por
considerar que estaria com sintomas gripais. Perante esta solicitagao iniciei o didlogo com o
utente que referiu sintomas respiratorios de inicio abrupto ha cerca de 2 dias que incluiam
tosse seca, dor de garganta e “nariz entupido”, sem episédios de febre nem “dificuldade em

engolir”. Uma vez que o doente nao apresentava febre nem prostraciao e/ou dor de cabega,



descartei o diagndstico de gripe e expliquei-lhe provavelmente se trataria apenas de uma
constipagao. Por essa razao optei por aconselhar um tratamento focado no alivio dos sintomas
que o doente tinha descrito. Por forma a evitar possiveis interagdes medicamentosas, ou
duplicagdes de terapéutica, perguntei ao doente se se encontrava a tomar algum tipo de
medicagao e se ja tinha experimentado algum produto terapéutico para alivio dos sintomas, o
qual respondeu negativamente. Aproveitei também para perguntar se o doente era diabético
por forma a excluir possiveis produtos que contenham agucar na sua composigao, o que nao
foi necessario uma vez que o doente negou sofrer de diabetes. Perante os sintomas considerei
um diagnostico de constipagao. Embora esta condigao nao requeira tratamento farmacologico
(autolimitada: 2-4 dias) é frequente os doentes procurarem produtos para alivio do
desconforto associado aos sintomas da doenca. Neste caso opte optei por recomendar |
pastilha de Strepsils® Tosse Associada a Constipacées e Dor de Garganta de 3 em 3 horas, para
alivio dos sintomas de tosse e dor de garganta durante um periodo maximo de 3 dias.
Adicionalmente, para alivio do sintoma de congestao nasal recomendei o produto Vibrocil
Actilong® com efeito constritor dos vasos sanguineos nasais (proporciona uma agio de
descongestionamento nasal até 12 horas apds a administragao) aconselhando | pulverizacao
em cada narina até 3 vezes ao dia. Para além destes produtos, aconselhei o doente realizar
uma correta hidratagao (aumento da ingestao de liquidos) e a inalagao de vapores de agua.
As infegOes respiratorias sao bastante comuns principalmente durante as estagoes frias
(outono e inverno). Embora as constipagoes e gripes possam muitas vezes ser confundidas
pela populagao em geral, os profissionais de saide devem procurar estabelecer o diagnostico
diferencial, bem como providenciar o melhor aconselhamento em cada situagao. Apesar de,
na sua grande maioria ser autolimitada, consoante a viruléncia da estirpe circulante em cada
ano a gripe pode representar um risco acrescido para a populagao, principalmente se
considerarmos pessoas mais vulneraveis como idosos, criangas ou individuos com problemas
respiratorios, gravidas ou imunodeprimidos. E importante informar a populacio da
importancia da vacinagao anual contra a gripe. Assim, a Direcao-Geral de Saide recomenda a
vacinagao a todas as pessoas com idade igual ou superior a 65 anos, doentes crénicos e
imunodeprimidos, com 6 ou mais meses de idade, gravidas, profissionais de salde e outros

prestadores de cuidados [14].

Caso 2 — Manejo da tosse em criancas pequenas
A tosse é provavelmente o sintoma mais frequente na crianga e é considerada um
mecanismo de defesa do organismo pois elimina secre¢coes e material estranho aspirado pela

crian¢a podendo também resultar de uma resposta inflamatéria (infegoes ou alergias), por essa



razaio é também um dos principais fatores que levam os progenitores a procurar
aconselhamento clinico. As infegoes virais agudas do aparelho respiratério ocupam o topo da
tabela de possiveis causas para a tosse em pediatria, no entanto outras causas nao podem ser
excluidas a partida, nomeadamente situagoes de asma. Durante o manejo da tosse em criangas
é importante ter em consideragao que estas nao sao “mini adultos”, e como tal a tosse na
crianga é diferente da do adulto, por essa razao esta populagao requer especial atengao, e a
sua abordagem terapéutica requer uma avaliagio com base em diretrizes especificas que
devem ser adequadas a cada caso [|5].

Durante o estagio fui confrontada com o caso de uma mulher de cerca de 35 anos que
se dirigiu a farmacia com o intuito de adquirir um xarope para alivio da tosse do seu filho, um
menino de 3 anos de idade. Durante o didlogo com a utente, esta referiu a presenga de uma
tosse humida de inicio a pouco mais de uma semana. Referiu ainda que o seu surgimento
coincidiu com o aparecimento de outros sintomas como “pingo no nariz” e febre baixa,
sintomas que encarou como resultado de uma constipagao e que melhoraram ao fim poucos
dias refere, no entanto, que a tosse nao registou abrandamento. Apesar de referir a auséncia
de febre, ou de dificuldades respiratorias na crianga, resolveu procurar aconselhamento
farmacéutico por considerar que a tosse comportava um desconforto consideravel para a
crianga pequena, o qual procurava desta forma aliviar.

Uma vez que nao existe evidéncia do beneficio da utilizagao da maioria dos MNSRM
(ex.: antitUssicos, anti-histaminicos, descongestionantes) comparativamente ao placebo no
tratamento da tosse aguda associada a constipagoes em criangas pequenas, a sua utilizagao é
desencorajada em criangas de idade inferior a 2 anos de idade [ | 6]. Existem, no entanto, alguns
medicamentos no mercado que podem ser aconselhados de forma segura e permitem o alivio
da tosse. Sao exemplos disso produtos a base de mel, que constituem uma opc¢ao terapéutica
natural e segura em criangas com mais de 2 anos de idade [17].

Nesta situagao em particular optei por aconselhar a administragao de 5 ml (I colher
doseadora) do xarope Grintuss Pediatric® 3 vezes ao dia. Este produto é um dispositivo
médico para uso pediatrico a partir de um ano de idade. Contém na sua composicao mel e
complexos moleculares de grindélia, tanchagem e helicriso que atuam no alivio da tosse
promovendo uma ag¢ao calmante e protetora da mucosa [18]. Aproveitei o momento para
informar a senhora da importancia de promover algumas medidas nao farmacologicas como a
adequada hidratagao das mucosas com recurso a ingestao de bebidas quentes e/ou inalagoes
de vapores, ou evitar ambientes que contenham poeiras ou fumos que possam provocar uma
irritacao adicional da mucosa. Por Gltimo adverti a progenitora para a importancia de contactar

o médico pediatra caso nao observe uma melhoria dos sintomas, uma vez que pode ser



necessario reavaliar a etiologia da tosse através da realizagdo de alguns exames

complementares de diagnostico como raio-X ao térax, ou testes de despiste de asma.

Caso 3 — Tratamento da obstipagdo (prisdo de ventre)

A obstipagdo é uma disfungdo do transito intestinal relativamente comum e é
caracterizada por dificuldade de evacuagao, evacuagao incompleta ou pouco frequente (I
evacuagao a cada 3-4 dias ou menos). Esta patologia pode ter varias origens como alteragoes
na dieta ou estilo de vida, RAMs ou doengas causadoras de obstrugao intestinal (ex.: cancro
colorretal, diverticulose, etc) [19].

Uma jovem de 23 anos, dirigiu-se a farmacia com queixas de prisao de ventre com
duragao de 2-3 dias, referindo ainda sensagao de inchago e desconforto abdominal. Mencionou
um estilo de vida sedentario com alteragao da dieta nos ultimos dias para alimentos ricos em
gordura, nomeadamente fast-food. A utente nao se apresentava a realizar qualquer tipo de
medicagao.

Uma vez que se tratava de uma situagao pontual, associei a ocorréncia ao estilo de vida
da utente associado a alteragao nos padroes alimentares. Recomendei-lhe a alteragao da dieta
para produtos com elevado teor de fibras (ex.: leguminosas, frutas, horticolas, cereais, etc)
acompanhada do aumento de ingestao de liquidos, nomeadamente agua. Paralelamente
reforcei a importancia de contrariar o estilo de vida sedentario, e o beneficio da pratica de
exercicio fisico para a ativacdo do transito intestinal, associada a promog¢ao de habitos
defecatérios. Como medida farmacolégica aconselhei a toma de um comprimido de Advancis®
Easylax ao deitar com agua. Este produto é um suplemento alimentar de origem natural
(extratos de plantas, fibras, frutos e organismos probidticos) com propriedades laxativas e que
promovem a regulacao do transito intestinal [20]. Por fim, reforcei a importancia de, como
forma de evitar episodios futuros, prolongar as medidas nao farmacolégicas enumeradas
anteriormente e de evitar a ingestao de produtos promotores de obstipagao e de desenvolver

habitos defecatorios.



CONSIDERAGCOES FINAIS

O estagio na Farmacia Universal, proporcionou-me nao s6 a aplicagao e consolidagao
dos conhecimentos adquiridos ao longo do curso, como também a aquisicio de novas
ferramentas de trabalho valiosas que vou certamente transportar comigo para desafios
futuros.

Embora ao longo do curso nos seja transmitido o valor da intervengao farmacéutica
junto da comunidade, sinto que s6 compreendi verdadeiramente a sua esséncia apos contactar
diariamente com as pessoas que nos chegavam a farmacia.

Uma vez que a Farmacia Universal se encontra situada numa das ruas mais
movimentadas de Coimbra, é por isso muito frequentada nao sé pela populagao local, como
também por pela populagao estudantil ou de turistas. Esse facto levou-me a contactar, ao
longo do meu estagio, com uma populagao com caracteristicas bastante heterogéneas, embora
a sua grande maioria fosse constituida por populagao idosa (>65 anos).

Considerando os idosos como a populagao que acumula maior numero de patologias
cronicas, € expectavel que sejam também estes os principais consumidores de
produtos/servigos de saude. Algumas pessoas pertencentes a esta populagao vivem bastante
isoladas, com dificuldades econémicas e/ou com dificuldade de acesso ao SNS tendo, por isso,
o farmacéutico comunitario como profissional de saude de referéncia.

O farmacéutico comunitario reline as competéncias e conhecimentos necessarios para
detetar nao so potenciais caréncias terapéuticas como também, erros de prescrigao, erros de
administragao, interagdes com medicamentos/alimentos ou RAMs, assumindo um papel
preponderante na otimizagao da terapéutica. Por ser uma faixa etaria bastante complexa, a
populagao idosa em particular lancou-me muitos desafios ao longo do estagio, no entanto
considero que este aspeto se revelou uma oportunidade para desafiar os meus conhecimentos
e abordagem, ao mesmo tempo que me proporcionou uma aprendizagem continua.

Termino com um agradecimento especial a toda a equipa da Farmacia Universal pelo
contributo que prestaram a minha formagao e por fazerem do seu profissionalismo, simpatia

e amizade uma inspiragao para mim.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AIM Autorizagao de Introdugao no Mercado

CTD Common Technical Document

EME Estados Membros Envolvidos

ERA Environmental Risk Assessment

FI Folheto Informativo

FFUC Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
IPN Instituto Pedro Nunes

MedDRA Medial Dictionary for Regulatory Activities

MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
PSUR Periodic Safety Update Report

QRD Quality Review of Documents

RAM Reagcoes Adversas a Medicamentos

RCM Resumo das Caracteristicas do Medicamento

Sistema de gestao de Medicamentos de Uso Humano — submissao

SMUH-ALTER

electrénica de pedidos de alteragao aos termos de AIM
SWOT Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
EU European Union

XEVMPD Extended EudraVigilance medicinal product dictionary



NOTA INTRODUTORIA

Contrariamente ao que se verificava anteriormente, em que o farmacéutico se
encontrava restringido a Farmacia de Oficina ou a Farmacia Hospitalar, nos dias de hoje, muito
gragas ao alargamento do plano curricular, o ato farmacéutico tornou-se bastante abrangente
com importante intervengao em valéncias como farmacia de oficina e hospitalar, inddstria
farmacéutica, quimica e alimentar, andlises clinicas, assuntos regulamentares relacionados com
o medicamento e produtos de saude, bem como outras ligadas ao doentes, medicamento e
saude publica [I].

Como forma de acompanhar o progresso da profissao, a Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, considerada uma institui¢ao na vanguarda do ensino farmacéutico
em Portugal, tem-se destacado nao apenas pelo seu plano curricular bastante abrangente como
também pelo facto de proporcionar aos seus alunos finalistas a oportunidade de realizarem
estagio curricular opcional em outras areas de intervengao para além do habitual estagio em
Farmacia Comunitaria. Assim os alunos podem optar por realizar um estagio adicional numa
outra area de interesse, como por exemplo na Produgao, Controlo de Qualidade, Garantia
de Qualidade, Assuntos Regulamentares, Farmacovigilancia ou Farmacia Hospitalar-.

Apos reflexao e, perante a oportunidade proporcionada pela FFUC percebi que as
areas que me despertavam interesse e nas quais gostaria de realizar estagio curricular incluiam
a area da Industria Farmacéutica e Assuntos Regulamentares. Por essa razao, quando surgiu a
possibilidade de estagiar na consultora farmacéutica Owlpharma — Consulting, LDA. sediada

em Coimbra, aceitei a oportunidade de imediato.

OWLPHARMA - CONSULTING, LDA.

A OWLPHARMA — CONSULTING, LDA. é uma empresa de consultoria direcionada
para o sector farmacéutico com atividade nos ramos dos Assuntos Regulamentares,
Farmacovigilancia e Garantia de Qualidade. Presta servigos especializados essencialmente
relacionados com medicamentos de uso humano, dispositivos médicos, suplementos
alimentares e cosméticos, ao longo de todo o seu ciclo de vida, em articulagio com
autoridades competentes a nivel nacional e internacional e em conformidade com a legislagao
aplicavel [2].

Embora relativamente recente, a Owlpharma primou desde cedo pelo seu caracter
inovador, apresentando uma evolugao notavel ao longo dos dltimos 5 anos. Fundada a 20 de
setembro de 2013, originalmente com o nome BLUEOWL — Consulting, LDA, contou com o
apoio inicial da Incubadora de Empresas do Instituto Pedro Nunes (IPN), uma instituicao de

direito privado sem fins lucrativos sediada em Coimbra, cujo objetivo é apoiar o



desenvolvimento de ideias e empresas inovadoras e/ou de base tecnologica e de servigos
avangados. Em 2014 viu a sua denominagao alterada para o que viria a ser a atualmente
conhecida OWLPHARMA — CONSULTING, LDA. Atualmente a Owlpharma conta com uma
equipa jovem e dindmica de catorze colaboradores distribuidos pelas diferentes areas de

intervengao apoiados por uma alargada rede de peritos subcontratados [3].

ANALISE SWOT

O estagio na Owlpharma — Consulting, LDA. contou com a orientagao do Dr. César
Gongalves e teve a duragao de trés meses realizando-se durante o periodo de 14 de maio a
|4 de agosto. As atividades desenvolvidas durante este periodo siao descritas no presente
relatorio de estagio sob a forma de uma analise SWOT (do inglés Strengths, Weaknesses,

Opportunities and Threats).

* Acolhimento na Owlpharma * Volume de trabalho incerto

* Equipa da Owlpharma * Formagdo de Farmacovigilancia e

« Plano de formag&es internas Publicidade de Medicamentos

* Amplo espectro de tarefas realizadas * Falta de feedback inicial

* Desenvolvimento de competéncias

* Autonomia e reconhecimento PONTOS PONTOS
~ FORTES FRACOS

OPORTUNIDADES AMEACAS

* Realizagdo de estagio em Assuntos

Regulamentares e Farmacovigilancia « Plano curricular

* Conhecimento do Mercado Farmacéutico « Exigéncia acrescida associada 3

. realizagdo de estagio opcional
¢ Empresa em expansdo

N

Pontos Fortes

l. Acolhimento na Owlpharma

O acolhimento dos estagiarios na empresa revelou-se como um dos pontos fortes
desde o inicio. No primeiro dia de estagio fui recebida pelo meu orientador, o Dr. César
Gongalves, que prontamente me apresentou a toda a equipa, disponibilizou todas as
ferramentas de trabalho necessarias e colocou a vontade para colocar qualquer questao. Por

se tratar de uma empresa pequena foi possivel a convivéncia com todos os colaboradores que



integravam aquela unidade nao s6 durante o periodo laboral como também durante os
momentos de pausa que tinhamos ao longo do dia, mostrando-se todos bastante recetivos a

nossa presenga e a transmissao dos seus conhecimentos.

Il. Equipa de colaboradores

Durante o meu estagio pude testemunhar a uniao e bom ambiente que descrevem a
equipa. Por se tratar de uma equipa jovem, dinamica e bastante bem organizada, conseguiram
introduzir-nos rapidamente na sua dindmica de trabalho, colocando-nos a vontade para
colocar questoes e fazer sugestoes sem qualquer constrangimento. Ao mesmo tempo, o facto
de nao fazerem grande distingao entre estagiarios, colocava em ndés um pouco mais de

responsabilidade, o que se revelou essencial para a nossa evolugao ao longo do estagio.

M. Plano de formacgoes Internas

Este plano contemplou sessoes de formagao iniciais, que visaram promover um
enquadramento base em algumas das suas principais areas de intervengao da Owlpharma. Estas
formagoes decorreram essencialmente durante uma fase inicial do estagio ou sempre que se
revelavam necessarias para a execu¢ao de uma nova tarefa.

Nas semanas iniciais recebemos uma formacgao interna de Assunto Regulamentares
com a Dr? Ana Andrade, que permitiu nao s6 consolidar alguns dos conhecimentos
aprendidos na unidade curricular de Assuntos Regulamentares do Medicamento, mas também
contactar diretamente com um CTD (Common Technical Document), uma vez que apds a
formacao nos foi solicitado que aplicassemos a informagao disponibilizada durante a formagao
através do apoio na consolidagao de um dossier (em formato CTD) de um medicamento de
um cliente. Adicionalmente, na sequéncia de um pedido de um cliente para realizagao de um
Teste de Legibilidade a um folheto informativo de um medicamento, a Dr.” Ligia Ferreira deu-
nos formagao que permitiu a aquisicao de competéncias necessarias para a execugao dessa
tarefa que posteriormente nos foi delegada. Embora o volume de trabalho nao tenha permitido
a realizacdo de mais formagoes inicialmente previstas, foi-nos disponibilizado material de
leitura adicional, nomeadamente relativamente a Farmacovigilancia e Publicidade de
Medicamentos junto do publico e junto dos profissionais de saude.

Neste contexto, o comprometimento e dedicagao dos colaboradores da Owlpharma
foram essenciais para a aquisicao de novas competéncias essenciais para a realizagao das mais

variadas tarefas ao longo do estagio.



V. Amplo espectro de tarefas realizadas

Visto que a Owlpharma desempenha tarefas em varias dreas, nomeadamente em
Assuntos Regulamentares, Farmacovigilancia e Garantia de Qualidade, ao longo do meu estagio
tive oportunidade de desempenhar tarefas de ambito farmacéutico muito variadas sob a
supervisao dos varios colaboradores de cada area.

Dentro da area de Assuntos Regulamentares pude colaborar na realizagao de tarefas
como a preparagao e gestao de pedidos de submissao e de alteragao de autorizagao de
introdugao no mercado (AIM) através da plataforma online do INFARMED (SMUH-ALTER),
a introdugao de dados dos produtos na plataforma do EudraVigilance via XEVMPD, a
preparagao e revisao de dossiers de AIM e conversao de dossiers de AIM em formato CTD,
a revisao de pegas publicitarias, a elaboragao de relatérios de avaliagao do risco ambiental do
medicamento (ERA), a elaboragao e revisao de resumo das caracteristicas do medicamento
(RCM), folheto informativo (FI) e rotulagem de medicamentos segundo o formato QRD
(Quality Review of Documents) e também na realizagao de Testes de Legibilidade.

Na area de Farmacovigilancia colaborei na realizagaio de pesquisa nacional e
internacional de reagoes adversas a medicamentos (RAM) na literatura com periodicidade
semanal e mensal, tradugao e resumo de artigos de relatos de casos de RAM com recursos a
termos MedDRA (Medical Dictionary for Regulatory Activities) e colaborei na realizagao de
relatorios periddicos de seguranga (PSUR).

Para além destas fungoes desempenhei ainda outras atividades como pesquisa de
suporte para alegagoes de produtos cosméticos, revisao de graphic artworks e colaboragao na
resposta a pedidos de elementos enviados pelos estados membros envolvidos (EME) durante
um procedimento de pedido de AIM por reconhecimento mutuo.

Considero a variedade de tarefas nas quais estive envolvida como sendo um dos

principais pontos fortes do estagio numa empresa de consultoria farmacéutica.

V. Desenvolvimento de Competéncias

Para além dos conhecimentos cientificos que adquiri e que contribuiram para a
consolidagido da minha aprendizagem académica, este estagio possibilitou me ainda
desenvolver outras competéncias que considero essenciais para a minha vida futura,
nomeadamente competéncias linguisticas, informaticas e bibliograficas. No que concerne as
aptidoes linguisticas, nomeadamente no que toca a lingua inglesa, embora possua uma boa
compreensao oral e escrita, o facto de nao ser uma lingua que utilize diariamente e também
de as areas de Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia possuirem vocabulario técnico-

cientifico especifico, langcaram inicialmente alguns desafios que foram sendo gradualmente



ultrapassados. Relativamente as minhas competéncias informaticas, durante o estigio pude
empregar novas funcionalidades do Microsoft Word®, e também do Acrobat Reader DC®.
Para além disso, contactei com plataformas totalmente novas para mim como a SMUH-ALTER
do INFARMED e o XEVMPD do EudraVigilance. Paralelamente desenvolvi métodos de
pesquisa bibliografica essencialmente em bases de dados como a PubMed® e revistas médicas

nacionais e compreendi o funcionamento do programa de gestio de bibliografia ZOTERO®.

VI. Autonomia e reconhecimento

Embora o nosso trabalho fosse sempre revisto por um colaborador da Owlpharma,
senti sempre um elevado grau de autonomia e responsabilidade durante a execugao das tarefas
que me foram sendo delegadas ao longo do estagio, fator que me motivou a aperfeigoar o
meu trabalho. Adicionalmente, este aspeto permitiu o desenvolvimento das minhas
capacidades de organizagao e articulagao de prazos, uma vez que por vezes me eram delegadas
varias tarefas pelos diferentes colaboradores e eramos obrigadas a priorizar trabalho. Por
outro lado, real¢o o esforgo da equipa em geral e dos nossos orientadores em particular em
nos transmitirem o feedback relativamente ao trabalho que iamos desempenhando, o que me
permitiu nao so6 evoluir e colmatar possiveis incongruéncias detetadas durante a execugao das
tarefas como também demonstrou o seu reconhecimento pelo nosso trabalho e serviu como

fator motivacional.
Pontos Fracos

Volume de trabalho incerto

Visto que a Owlpharma é uma consultora farmacéutica, o volume de trabalho esta
sujeito a grandes flutuagoes ao longo do ano, uma vez que este esta dependente de
pedido/contacto do cliente. Por outro lado, muitas das vezes, embora existisse trabalho
pendente, este nao podia ser delegado aos estagidrios por estes nao possuirem as
competéncias necessarias para o realizar. Por essa razao, durante o estagio pude sentir essas
oscilagoes, havendo dias onde o volume de trabalho que nos era delegado era muito reduzido
enquanto que, noutros dias nos eram transmitidas varias tarefas em simultaneo. Considero o
volume de trabalho incerto um ponto fraco uma vez que, principalmente numa fase inicial do
estagio, passavamos algum tempo sem que nos fosse dada qualquer tarefa e como tal

acabavamos por nao aproveitar esse tempo na empresa.



Il. Formagao em Farmacovigilancia e Publicidade de Medicamentos

Contrariamente ao que se tem verificado em anos anteriores e embora tenhamos
contado com algumas formagoes internas (referidas anteriormente), durante o tempo de
estagio nao contamos com formagoes que considero essenciais, nomeadamente no ambito da
Farmacovigilancia, uma das principais areas de atuagao da Owlpharma, e Publicidade de
Medicamentos. Em vez disso foi-nos disponibilizada informacao cientifica e legislativa sobre os
temas e transmitido algum conhecimento a medida que nos eram delegadas as tarefas.
Considero este aspeto com um ponto fraco do nosso estagio, uma vez que o conhecimento
adquirido ao longo do curso sobre estes temas se cinge a duas unidades curriculares:
Farmacovigilancia e Farmacoepidemiologia e Deontologia e Legislagio Farmacéutica
respetivamente sendo bastante superficial e, como tal esta formagao inicial seria importante

no desempenho das atividades futuras.

1. Falta de feedback inicial

Embora tentassemos realizar o trabalho que nos era delegado de acordo com as
indicagoes que nos eram providenciadas pelos elementos da Owlpharma, o facto de muitas
das tarefas serem para nés uma novidade, e de por vezes, devido ao volume de trabalho, os
colaboradores nao nos conseguirem transmitir o feedback do trabalho realizado por nés bem
como o resultado final enviado ao cliente, por vezes tornava-se dificil para nés ir de encontro
as espectativas dos mesmos. Este aspeto criou em mim, a principio algumas incertezas em
relagao a qualidade do trabalho que realizava. Com o tempo e, como forma de atenuar esse
ponto negativo, optei por questionar os membros da empresa sempre que realizava um
trabalho pela primeira vez e me sentia insegura em relagao ao resultado final. No entanto

considero este ponto fraco como um fator limitante a minha evolugao e aprendizagem.
Oportunidades

l. Realizagao de estagio em Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia

Para além dos estigios obrigatorios em Farmacia Comunitaria ou em Farmacia
Hospitalar discriminados na Directiva 2013/55/EU, do Parlamento Europeu e do Conselho de
20 de Novembro de 2013 (Art® 44°, n° 2), o facto de a Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra nos permitir a realizacdo de estagios em diferentes areas de intervengao do
farmacéutico como na Industria Farmacéutica, ou em entidades como o INFARMED ou a
Ordem dos Farmacéuticos constitui uma oportunidade nao s6 de contactar com possiveis

areas de emprego novas, como também de enriquecer e desafiar os nossos conhecimentos



cientificos. Enveredei pela area de Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia (na
Owlpharma), uma vez que do contacto que tive com a area ao longo do curso, sempre me
interessei pela mesma. Devido 4 diversidade de tarefas realizadas, este estagio permitiu-me
nao s6 consolidar muito do conhecimento que tinha adquirido durante o periodo letivo como
também alargar horizontes, o que me levou a considerar esta area como uma potencial saida

profissional no futuro [4].

Il. Conhecimento do mercado farmaceéutico

A Owlpharma é consultora farmacéutica de intervengao nao sé a nivel nacional como
também a nivel internacional, por isso, serve diariamente de intermedidrio/contacto local
entre empresas do setor da Industria Farmacéutica e as autoridades regulamentares nacionais
e internacionais. Este estagio permitiu me compreender as varias etapas do ciclo de vida do
medicamento e as exigéncias regulamentares das autoridades competentes que mesmo dentro
da UE, por vezes podem divergir entre si, tornando particularmente desafiador para a Inddstria
ir de encontro a essas exigéncias. A Owlpharma tem como principal missao ir de encontro as
necessidades dos seus clientes encurtando distancias entre estes e as autoridades
regulamentares locais. Assim, durante o estagio pude participar em algumas das principais fases
da comercializagao de medicamentos. Pude colaborar na preparagao de dossiers e submissoes
de pedidos de AIM a nivel local e internacional (pedido de reconhecimento mutuo), bem como
apoiar a equipa na resposta a algumas questoes colocadas pelos EME. Adicionalmente pude
realizar a revisao de RCMs, Fl e Rotulagem, participar na elaborar alteragoes de AIM, proceder
a pesquisa de informagao de seguranca e eficacia adicional durante o periodo de pos-
comercializagao, distinguir entre material informativo e de carater publicitario entre outros, o
que me permitiu compreender um pouco melhor a dinamica de mercado onde se insere o

medicamento e produtos de satde.

I. Empresa em expansao

A Owlpharma, sendo uma empresa jovem, tem crescido bastante nos ultimos anos, um
indicativo da qualidade do trabalho produzido evidenciada pelo volume crescente de trabalho
e de clientes que cada vez mais confiam os seus produtos a Owlpharma. A empresa tem
optado por aumentar o nimero de colaboradores de ano para ano e, se as previsdes de
crescimento se mantiverem é expectavel que nos proximos anos este numero continue a
aumentar. Considero que isto pode constituir uma potencial oportunidade de continuar a

trabalhar nesta area e a aprender com a empresa no futuro.



Ameacas

l. Plano curricular

Um dos aspetos que considero como uma ameaga ao estagio na Owlpharma é facto
de o plano curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), embora
bastante diversificado e abrangente, se torne excessivamente superficial em algumas das
principais areas de intervengao da Owlpharma, contando com uma Unica unidade curricular
semestral de Assuntos Regulamentares do Medicamento e uma unidade curricular semestral
resultante da fusao da area de Farmacovigilancia com Farmacoepidemiologia, Tanto a area de
Farmacovigilancia como de Assuntos Regulamentares sao bastante complexas e, como tal,
muita informagao essencial a quem quer enveredar por estas areas acaba por ser um pouco
negligenciada ao longo do mestrado integrado. Desta forma, muita da formagao basica acaba

por ter de ser providenciada pela propria empresa.

Il. Exigéncias acrescida associada a realizagao de estagio opcional

Uma vez que, este estagio assume um carater opcional, foi necessario um esforgo
adicional para o conciliar com o estagio em farmacia comunitaria e com a elaboragao da
monografia/relatorios de final de curso. Assim, de forma a conseguir conciliar os dois estagios
vi-me forgada a realizar mais horas do que as 8 horas diarias, bem como a comprometer alguns
fins-de-semana com a minha familia. A carga horaria elevada durante esse periodo atrasou o
desenvolvimento da monografia de final de curso, a qual s6 consegui terminar durante o
estagio na Owlpharma. O meu estagio na Owlpharma iniciou-se assim em maio, tendo se
prolongado até a agosto. Desta forma considero que a dificil articulagao entre os dois estagios

constituiu uma ameaga ao longo do estagio na Owlpharma.

CONSIDERACOES FINAIS

O estagio curricular em assuntos regulamentares e farmacovigilancia transformou-se
numa experiéncia bastante enriquecedora, nio sé a nivel académico e profissional como
também a nivel pessoal, na medida em que me permitiu estabelecer contacto com o mundo
empresarial, desenvolver metodologias de trabalho e aplicar conhecimentos técnico-cientificos
que adquiri ao longo dos cinco anos de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas. Por
outro lado, permitiu o contacto com uma area de atuagao farmacéutica diferente e
diversificada e a aquisicao de uma visao global das atividades desenvolvidas por uma consultora

farmacéutica.



Resta me agradecer a Faculdade de Farmacia de Universidade de Coimbra a
oportunidade proporcionada, bem como a toda a equipa da Owlpharma de desde o primeiro

momento me acolheu com uma enorme recetividade e profissionalismo.
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RESUMO

As nanoparticulas metalicas tém sido extensamente investigadas nas ultimas décadas. Para
além do seu tamanho reduzido e relativa seletividade para as células bacterianas, as
nanoparticulas metalicas revelaram-se bastante eficazes inclusive contra patogénicos
abrangidos pela PPL (divulgada pela OMS). Sao varias as nanoparticulas metalicas com
atividade antibacteriana. Nesta revisao selecionamos quatro das principais nanoparticulas
metalicas investigadas pelas suas propriedades antibacterianas, que incluiram AgNPs, CuONPs,
AuNPs e ZnONPs. De entre estas, as AgNPs foram as que apresentaram menor CMI
questoes sobre a sua utilizagao. Contrariamente, as AuNPs, como sao constituidas por um
material relativamente inerte, nao apresentaram efeitos adversos significativos embora
apresentem uma CMI consideravelmente superior. Paralelamente a sua atividade
antibacteriana, ao longo deste artigo aproveitamos para realizar uma revisao dos efeitos
adversos reportados na literatura, bem como uma breve avaliagio do risco ambiental

associados a administragao destes agentes.

Palavras-chave: Bactérias, atividade antibacteriana, nanoparticulas metalicas, AgNPs,

CuONPs, AuNPs e ZnONPs

ABSTRACT

Metal nanoparticles have been extensively investigated in recent decades. In addition to their
reduced size and relative selectivity for bacterial cells, metal-based nanoparticles have also
proved to be quite effective even against pathogens covered by the PPL (published by the
WHO). There are several metal-based nanoparticles with antibacterial activity. In this review
we selected four of the major metal nanoparticles investigated for their antimicrobial activities
that included AgNPs, CuONPs, AuNPs and ZnONPs. Among these, AgNPs presented lower
MIC (minimum inhibitory concentration), however its toxicity to humans raised questions
about its use. In contrast, AuNPs, as they are composed of a relatively inert material, did not
present significant adverse effects although they present a considerably higher MIC. Parallel to
its antibacterial activity, throughout this article we took the opportunity to do a review about
the adverse effects reported in the literature, as well as a brief evaluation of the environmental

risk associated with the administration of these agents.

Key-words: Bacteria, antibacterial activity, metal-based nanoparticles, AgNPs, CuONPs,

AuNPs and ZnONPs
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Introduction

Bacteria have inhabited Earth for billions of years. They are highly adaptable organisms,
and only during the period of coexistence with Humans, were responsible for the emergence
of many of the major pandemics that afflicted humanity. For this reason, the discovery of
antibiotics was considered one of the most significant medical achievements of the 20" century
[I]. It began with the discovery of Salvarsan (one of the first medicines capable of curing an
infectious disease — syphilis — without being toxic to the patient) in 1907, but it was only with
the accidental discovery of penicillin, in 1928, by Alexander Fleming, that a flurry of discovery
of new antibiotics have initiated, reaching its peak in the 1950s and 1960s, period that became
known as the "golden age" [I]. More than 20 new classes of antibiotics were produced
between 1930 and 1962 but with the emergence of new resistant bacteria, discovery of new
molecules with antibacterial activity has become more challenging for the Pharmaceutical
Industry which slowed its development [2, 3]. Since the “golden age”, only three new classes
of antibiotics active against gram-positive bacteria, such as methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) were discovered and approved: oxazolidinones (linezolid in 2001 and tedizolid
in 2014), daptomycin in 2006 (a cyclic lipopeptide) and fidaxomicin in 201 | (a macrocycle drug
for C. difficile) although numerous analogues of existing classes and antibiotic combinations
have reached the market [2, 4].

Despite the tendency for increased need of new antibiotics, global disincentives to the
use of antibiotics, especially the launching of new and more expensive ones (which are
normally used as last therapeutic option), significantly reduced the sales volume when
compared to other drugs, such as those used in chronic diseases [5]. Additionally, it is
extremely expensive to discover new antibiotics active against resistant bacteria, an
investment is hardly recovered with the low prices practiced [6]. In fact, in recent years, the
number of companies involved in the research of new antibiotics has decreased from 25 in
1980 to less than half, with GlaxoSmithKline, Johnson & Johnson, Merck & Co., Pfizer among
others, while other large pharmaceutical companies have redirected their resources to the
development of drugs for chronic diseases and other areas, such as cancer, where the market
share is higher and drugs can be marketed at higher prices [4, 6].

In an attempt to reverse this scenario, in recent years international authorities in
various countries have sought to address multi-resistant infection management measures and
to promote research and development (R&D) of new therapeutic agents. In February 2017,
World Health Organization (WHO) published a Global Priority Pathogens List (PPL) that

included bacteria considered to be of greatest concern to public health and for which there is



an urgent need for new therapeutic alternatives. The main objective of this guideline was to
guide and help researchers to prioritize the R&D of new antibiotics [7]. This report established
Gram-negative bacteria as the most critical pathogens for antibiotic R&D, as a consequence of
worldwide emergence of strains that cannot be treated with any of the antibiotics currently
on the market [1]. In March 2018, DRIVE-AB, a project consisting of |5 public partners and 7
private partners responsible for setting guidelines for the rational use of antibiotics, funded by
the Innovative Medicines Initiative (IMI), published a report setting out four incentives
considered most effective in stimulating the pipeline of antibiotics. Grants (for R&D in
academic institutions, companies and others), and the pipeline coordinator (governmental or
non-profit organizations that track the antibiotic pipeline, identify gaps and actively support
R&D projects) are intended to stimulate the early stages of developing and support research
groups during the early stages of development. After the development phase is completed,
market entry rewards aim to make the antibiotic market more appealing for investment by
giving the companies a reward of e.g. $| billion per new antibiotic. These incentives have also
been set to fill the low sales volume of new antibiotics. DRIVE-AB has proposed a long-term
supply continuity model designed to ensure the continuous supply of essential antibiotics
through a series of annual fixed payments to the supplier [8].

These new incentives stimulated the interest of industries involved in the development
of non-traditional drugs, especially nanotechnology industries, which have invested in the
development of new nanomaterials identified as promising agents against bacteria resistant to

traditional antibiotic.

Nanomaterials

According to the definition adopted by EU in 201 |, “’Nanomaterials’ consist of a natural,
incidental or manufactured material containing particles, in an unbound state or as an aggregate or
as an agglomerate and where, for 50 % or more of the particles in the number size distribution, one
or more external dimensions is in size range | nm — 100 nm” [9]. Additionally, they have a high
surface-to-volume ratio that gives them unique optical, electronic and mechanical properties
[10]. Within this category, nanoparticles of various origins, including organic or inorganic are
included. Inorganic nanoparticles, however, are used more often due to their greater stability

and ease of handling [11].

Metal-based nanoparticles properties

Metal-based nanoparticles are the most popular inorganic nanoparticles and present a

promising solution for resistance to traditional antibiotics. Not only these use mechanisms of



action that are completely different from those described for traditional antibiotics, exhibiting
activity against bacteria that have already developed resistances, but also, target multiple
biomolecules avoiding the development of resistant strains [12].

Metal-based nanoparticles may be characterized by numerous techniques. These
methods provide valuable information about its morphology, physical-chemical and electronic
properties which are crucial for its activity. The most frequently reported properties of

nanoparticles include aspects as their size, shape and roughness and surface energy [13].

I. Size

As referred above, nanoparticles size is an important characteristic for its antibacterial
activity and, therefore, it must be carefully controlled during the synthesis process [I3].
Typically, smaller nanoparticles have higher antibacterial activity. This is due to the fact that
the decrease in nanoparticles size causes a proportional increase in the surface area susceptible
to contact with the bacterial surface and also increases the release of metallic ions involved in
its toxicity. Although, theoretically, larger particles are not as cytotoxic to bacteria, in practice
this is not always observed. This fact suggests that the size of nanoparticles alone is not a
determining factor for its activity [12, 13].

Each metal-based nanoparticle possesses intrinsic properties which are specific, so
when a new method of synthesis is idealized it’s important to optimize the process by assessing
the size ranges within its minimum inhibitory concentration (MIC) is smaller, which
corresponds to the range within metal-based nanoparticles are more efficient, so that a lower
concentration is required to prevent visible bacterial growth. This value is important since its
toxicity is usually dose-dependent. However, smaller metal-based nanoparticles may present
a greater risk of adverse effects to humans as will be discussed below [14]. This happens
because small nanoparticles can cross membranes and be easily absorbed into the bloodstream

from which it can reach other tissues and accumulate [15].

ll. Shape and roughness

Shape of nanoparticles may also play a major role in its activity by causing varying
degrees of bacterial inhibition and damage. There are nanoparticles of the most varied shapes
like spherical, sheets, plates, tubes, cubes, rods or triangles [12]. It is expected that shapes
with a greater number of exposed planes (e.g. cubes or tubes) will be more effective, since
they have a larger interaction surface with bacteria when compared to spherical nanoparticles
[16]. However, this property is hard to control during synthesis, and most of metal-based

nanoparticles synthesized have spherical shapes.



Likewise, higher roughness accelerates the release of metal ions. On the contrary,
irregularity of their surface may promote complexation and adsorption of bacterial proteins

on their surface, culminating in a reduction in bacterial adhesion [13].

Ill. Surface energy

Metal-based nanoparticles may present positive, neutral or negative charge in its
surface, depending on the synthesis conditions and method employed. Although there is no
precise method of quantifying the energy at the surface of nanoparticles, zeta potential
provides a valuable approximation of the electrokinetic behaviour of nanoparticles in solution
[17].

It is known that a negative or positively charged particle in solution affects the
distribution of ions in the nearby regions. As a result of this phenomenon a fixed layer (Stern
Layer) consisting of ions of opposite charge tightly bound is formed on the surface of charged
nanoparticles. Externally to the Stern layer, due to the load potential that is still felt in this
region, a diffuse cloud-like area is formed where ions of opposing polarities (Slipping/Shear
Plane) agglomerate. The area around the nanoparticle is usually referred to as the Electric
Double Layer (EDL). The phenomenon of dissociation of ionogenic groups on the surface of

metal-based nanoparticles may also contribute to the formation of EDL [18, 19].
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Figure I: Model of behaviour of a particle with negative surface charge suspended in a dispersion medium and

relation between its surface electric charge and zeta potential. (Adapted from:[20]. )

When an electric current is applied (e.g. electrophoresis), charged nanoparticles move
towards the opposite electrode. In the diffuse layer there is an interface between the moving
nanoparticles and the dispersing medium (Slipping Plane). The zeta potential does not measure
the potential at the surface of the nanoparticle, but on the surface of that interface. For this
reason, it is not considered a real value, but rather an approximation to the surface energy of

the nanoparticle [21].



Zeta potential is used in the stability studies as an indicator of stability of colloidal
dispersions. Its magnitude provides information on the degree of electrostatic repulsion
between adjacent nanoparticles. A widely positive (> 30 mV) or largely negative (<30 mV) zeta
potential generally means that the colloidal suspension is highly stable whereas a small zeta
potential may indicate (< |5| mV) the existence of attractive forces that can exceed repulsive

forces leading to phenomena of aggregation (e.g. flocculation) [18, 22].

Metal-based nanoparticles general mechanisms

Bacteria have specific characteristics that may justify the behaviour of metal-based
nanoparticles when in contact with them. Since the major mechanism of bacterial toxicity
occurs by direct contact with the cell surface (as explained below), it is important to
understand the differences between the cell wall of gram-positive and gram-negative bacteria
[13].

Both gram-positive and gram-negative bacteria have a negatively charged surface,
although the latter have a broader zeta potential [12, 23]. Gram-positive bacteria present a
thick layer of peptidoglycan formed by linear chains of alternating residues of N-
acetylglucosamine (NAG) and N-acetylmuramic acid (NAM) linked together by a sequence of
3 to 5 amino acids that cross-link each other, forming a cohesive mesh. Additionally, negatively
charged teichoic acids (with high levels of phosphate groups) extend from the cell wall to the
surface of most gram-positive bacteria. Gram-negative bacteria, on the contrary, present a
slightly more complex structure. In addition to the thin layer of peptidoglycan, bacteria have
a phospholipid outer membrane with partially phosphorylated lipopolysaccharides (LPS) that
contribute to increase the negativity of gram-negative cell membrane [24].

Negatively charged bacterial cells walls attracts cation-rich nanoparticles to their
surface due to electrostatic interactions. Positively charged metal-base nanoparticles establish
a strong bond with the membranes, resulting in disruption of cell walls and, consequently,
increase their permeability. Although some smaller nanoparticles (< 5 nm) can passively
penetrate cell walls and membranes, most of them are limited to the extracellular space, where
they slowly release metal ions capable of, not only of destroying cell walls and membranes,
but also of entering the cell and disruption biological processes [25]. Inside the cell, the cations
induce production of reactive oxygen species (ROS). The oxidative stress generated leads to
saturation of glutathione, thus suppressing the antioxidant defence mechanism of bacteria
against ROS. The cations are then free to interact with cellular structures such as proteins,
membranes and DNA, disrupting cell functions [26]. Metal ions can form strong coordination

bonds with N, O or S atoms which are abundant in organic compounds and biomolecules.



Since the bond between metal ions and biomolecules is generally non-specific, metal-based

nanoparticles generally exhibit a broad spectrum activity [27].

Metal and metal oxide nanopatrticles

Metal-based nanoparticles are not a recent technology. The natural production of
metal-based nanoparticles by some microorganisms as a mechanism of heavy metals
detoxification has been described. However, The Industry has only discovered the versatility
of this technology in the last decades, with metal-based nanoparticles being widely used in the
production of cosmetics and textiles ever since [28]. Their versatility has aroused the interest
of the scientific community, which began an incessant search for new compositions,
applications and methods of synthesis. Although in recent years researchers have expanded
their research to other less common metals, the most commonly used materials in metal-
based nanoparticles include metals such as silver, gold, copper, iron, zinc, and others, [29].

Transition metals are expected to be the best candidates for the synthesis of metal-
based nanoparticles since these have partially filled d-orbitals which make them more redox-
active (easier to reduce to zerovalent atoms), a feature that facilitates their nanoparticle
aggregation [12].

The various synthesis methods developed can be classified as "Physical Methods",

"Chemical Methods" or more recently "Biological Methods" [30, 31].

“Bottom-up” Approach “Top-down” Approach
CHEMICAL METHODS BIOLOGICAL METHODS PHYSICAL METHODS
Organic solvents (Plant, bactéria, fungi)

oo :.:: *, * Metal atoms - Bulk metal
® 0
e ® ... Clusters . Fragments

@@  Metalbased @® @ wmetalbased
@ @ nNanoparticles @ @ Nanoparticles

Figure 2: Different methods used to synthesize metal-based nanoparticles. (Adapted from: [32].)

Physical methods use a top-down approach, starting from bulk metal that undergoes
fractionation into smaller pieces by mechanical action into successively smaller fragments.
Examples of this approach are plasma etching, electron-beam lithography, and others.

Although very simplistic, this technique originates nanoparticles with a fairly dispersed size



distribution and is therefore not the most appropriate in the synthesis of metal-based
nanoparticles, where size is a determining factor for their activity [33].

On the other hand, chemical methods use a “bottom-up” approach, based essentially
on reduction reactions. In these, the synthesis begins with the dissolution of a precursor (a
molecule containing atoms of the selected metal) in an appropriate solvent, to which is added
a reducing agent. The precursor is reduced to the zero-valent state and nucleates into
monodispersed colloids [33]. In order to promote the stabilization of the newly formed
nanoparticles and prevent the coalescence, a surfactant is often added. Techniques using this
approach include "Thermolysis Methods", "Chemical Reduction Methods", "Biochemical
Methods", "Electrochemical Methods", "Wave-Assisted Chemical Methods" and "Cementation
Methods" [34].

Biological methods arose from the need to develop new more environmental-friendly
techniques that exclude the use of organic solvents and toxic chemicals. Although, in some
cases, these may be dependent on the growing periods of microorganisms, in addition to their
biocompatibility and moderate synthesis conditions, they have also proved to be safe and
economically sustainable alternatives. Critical aspects of the synthesis of metal-based
nanoparticles such as their size distribution and crystallinity can be overcame for example by
adapting strain selection, incubation temperature and time, concentration of metal precursor
and optimal pH conditions [35].

The described biological processes usually include organisms as bacteria, fungi and
yeasts, algae or even plants, and take advantage of the defence mechanisms present in these
organisms (against high concentrations of metal ions) to produce metal-base nanoparticles of
interest. These methods include intracellular mechanisms (e.g., bioaccumulation) or
extracellular mechanisms (e.g. bioabsorption, biomineralization, complexation or
precipitation) [36, 37].

The use of fungi in the production of metal-based nanoparticles offers advantages in
industrial scale production when compared to bacteria since these organisms present a higher
resistance to the flow pressure and agitation of the bioreactors [38, 39]. However, in the last
years most of the researchers have opted for the use of plant extracts because, in addition to
the advantages mentioned above, its use facilitates the treatment of samples as well as scale-

up production and the collection of the product of interest after reaction.



SILVER NANOPARTICLES (AgNPs)

Synthesis

Silver nanoparticles are the most studied metal-based nanoparticles for its antimicrobial
activities. They possess bactericidal activity against either gram-negative or gram-positive
bacteria, as showed in table | (see attachments) [|5]. Eco-friendly methods of biosynthesis
have, gradually, substituted the traditional chemical synthesis with dozens of articles about the
subject in the last years. The biosynthesis of AgNPs uses the bases of chemical synthesis, but
instead of a chemical entity, this takes advantage of the reductive properties of biological
entities.

AgNPs biosynthesis using some bacteria (which produce reductase enzymes) may
result from an intra- or extracellular process [40]. The intracellular process encompasses
facilitated transportation of Ag”ions towards the inside of the bacterial cell and production of
AgNPs on silver-resistant bacteria (biomass as the organic base) by conversion of ionic Ag* to
neutral Ag’ by reducing agents. In this case, additional steps for recovery of AgNPs such as cell
lysis, are required. In the extracellular synthesis, the proteins present on bacterial cell wall or
small soluble secreted reductase enzymes (as NADH-dependent nitrate reductase) catalyze
the reaction. In the last case, the organic base used is the supernatant which makes it easier
to recover AgNPs for example by centrifugation and posterior resuspension in an appropriate
solvent if required [41].

One of the first bacteria used for the synthesis of AgNPs by culturing in high
concentrations of AgNO; was Pseudomonas stutzeri AG29, a silver-resistant bacterium isolated
from a silver mine which reduces Ag* to neutral Ag® with accumulation inside the cell [42, 43].
Similarly, in the recent years, Gan et al.,, Yurttuk et al., and Jang et al. among other authors
have also described the utilization of AgNO; as AgNPs precursor [44-46]. Usually, AgNO; is
added to the organic base, and the mixture is incubated at optimized conditions. The ionization

of AgNO; is described in the next equation:

AgNO;(aq) <Ag’(aq) + NO;'(aq)

NADH-dependent nitrate reductase produced by some bacteria is an enzyme activated
at alkaline pH in the presence of substrate (NOj). This enzyme catalyzes reduction of nitrate

to nitrite, illustrated in Figure 3 [41].



Oxidation Reduction

NO, (aq) + NAD" + H,O(l) Ag'(aq) + e

NOjy'(aq) + NADH + H* Ag(s)

Ag'(aq) + NO;(aq) + NADH + H* + e — Ag’(s) + NO, (aq) + NAD" + H,O(l)

Figure 3: Schematic representation of the reaction of formation of oligomeric clusters of Ag° catalysed by NADH-

dependent nitrate reductase. (Adapted from: [41].

Jang et al. have reinforced the importance of pH in AgNPs synthesis. In this study, they
have concluded that alkaline pH improves the yield of the reaction with high levels of AgNPs
synthesized with smaller sizes in the pH ranges of 8-10. On the contrary, at acidic pH Ag"ions
precipitate and AgNPs synthesis is hardly observed [45].

Fungi produce lots of extracellular enzymes which are secreted outside the cell and
are responsible for extracellular digestion of macromolecules followed by absorption of
nutrients. This unique characteristic gives them great relevance in extracellular synthesis of
AgNPs. After incubation and growth of colonies, fungi are usually separated from the aqueous
medium containing extracellular enzymes. The first ones are rejected and AgNO; is added to
the medium. This mixture is then incubated usually at temperatures close to room
temperature. Production of AgNPs follow the equations described above. The occurrence of
the synthesis reaction may be checked by a color change in the medium [47, 48].

Various factors may influence the intrinsic characteristics of fungal-produced AgNPs.
These include aspects as medium characteristics, incubation time and temperature, AgNO;
concentration and biomass concentration and activity. Zhao et al. assessed optimization of
extracellular biosynthesis of AgNPs by fungi. He described pH7, at 25 °C with ImM AgNO;
and 15-20 g of wet cell filtrate as the optimal conditions for the occurrence of the redox
reaction. Under these conditions, nanoparticles obtained spherical shapes with a size ranging
between 25 and 30 nm [49].

Synthesis with plant extracts resort to their relatively high levels of steroids,
sapogenins, carbohydrates and flavonoids that act as reducing agents, as well as bio-capping
compounds reducing agglomeration of nanoparticles and allowing a better control over size
[50, 51]. The general protocol of nanoparticles synthesis from plant extract is quite simple.
Despite some protocols may present slight variations, most of them are similar. The first step
involves extract preparation. After collecting the sample (plant), usually it is carefully washed
2-3 times with tap water to remove the necrotic parts of the plant, and them it is washed with
sterile water to remove associated debris, in case these exist. The clean part of the plant is,
then, dried in the shade (for about 10-15 days) and powdered. For preparation of plant extract,

the dry powder is boiled in deionized water. The resulted infusion is thoroughly filtered until



no insoluble material is present. A certain amount of plant extract is afterwards added to the
solution containing | mM AgNO,;. As in the prior techniques, AgNPs synthesis reactionmay
be checked by a color change of the medium (usually to dark brown) and confirmed with the
UV-VIS spectra. AgNPs formed may be easily collected by repeated centrifugation at 12,000
rpm for 15 min [50, 52].

Synthesized AgNPs control

Numerous methods have been used to control and characterize the product of
interest. The most often reported are UV-Vis spectrophotometry, X-ray diffractometry
(XRD), transmission electron microscopy (TEM) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR).

UV-Vis spectrophotometry is normally performed at various time intervals during the
reaction and provides valuable information about the success of AgNPs synthesis. The
presence of a peak at 420 nm (characteristic peak for AgNPs) is evidence that the reaction
has occurred [53].

XRD investigates the crystalline nature of AgNPs, recorded in the 26 range of 30-80°
and provides confirmation of the morphology. X-ray diffraction pattern of AgNPs usually
reveals the formation of face-centered cubic (FCC) structures of metallic silver. The
prominent peaks are observed at 20 = 38.19°, 44.46°, 64.63° and 77.34°, and correspond to
the (111), (200), (220) and (31 1) planes, respectively [51].

Alternatively, the average size may be calculated by using Debye-Scherrer equation:

D KA
~ Bcos@

where D is the size (nm), A is the wavelength of radiation (nm), B is the full width at half

maximum (radians), and 0 is the half of the Bragg angle (radians) [54].

TEM image allows the visualization of biosynthesized AgNPs morphology. Most of the
reports about AgNPs synthesis describe them as morphologically spherical with quite disperse
average size, varying a lot with slight changes in the synthesis protocols [52]. The Figure 4

provides an example of images obtained by TEM.

Figure 4: Example of a TEM image of synthesized AgNPs. From: [55].



FTIR is usually carried out to identify key functional groups and to characterize
biomolecules bounded specifically on the synthesized AgNPs either by free amine groups,
cysteine residues or electrostatic attraction of carboxylate groups [56]. The biologically
synthesized AgNPs is mixed with potassium bromide to make a pellet and it is placed into the
sample holder. Based on FTIR analysis its assumed that these biomolecules and proteins may
be involved in the capping stabilization. FTIR spectra varies with the characteristics of the
organism/specie used in the AgNPs synthesis [47, 57].

Other procedures include scanning electron microscopy (SEM) and atomic force
microscopy (AFM) that provides information on the size and size distribution; dynamic light
scattering (DLS) that besides size determination is also used to measure zeta potential; field
emission scanning electron microscopy (FESEM) that provides information on the surface
morphology; or energy-dispersive X-ray (EDX) that is used for elemental analysis or chemical

characterization.

Characterization

The AgNPs more frequently reported are spherical with disperse average
size.Although few articles mention the determination of zeta potential, this measurement is a
valuable tool for determination of AgNPs’ stability and surface charge in aqueous colloidal
suspensions. Balakrishnan et al., for example, included zeta potential determination in their
extensive AgNPs characterization which was determined to be about -9.56 mV, indicating a
slight repulsion of AgNPs [52]. Farhadi, et al., in their turn, obtaining a value of about -35 mV.
Since this value is less than -30 mV stability of the colloidal AgNPs suspension is confirmed
illustrating the repulsion between synthesized nanoparticles that prevents agglomeration
phenomena [58]. Zeta potential values can be either positive or negative, however, its value
is, frequently, negative probably due to the possible capping of bio-organic components
present in the extract. AgNPs with negative zeta potential are usually associated with an

inferior antimicrobial activity, as we will explain below [59].

Pharmacokinetics

Biological membranes provide the first-line defence against toxicants or pathogens.
Their selective permeability allows the entrance of some biomolecules, mostly small lipophilic
molecules and metallic ions. AgNPs pharmacokinetics has been shown to be dependent of
various factors such as dose, exposure route, species, and gender [60]. In order to determine
these parameters, Bachler et al. developed a Physiologically Based Pharmacokinetic Model

(PBPK) for humans to provide an evaluation about the exposure and risk assessment of AgNPs.



Note that to keep this PBPK models as simple as possible, they considered ADME (absorption,

distribution, metabolism and excretion) of AgNPs followed a first-order kinetic [61].

Absorption

There are four potential administration routes for AgNPs. These include oral, dermal,
pulmonary or i.v. As new promising agents against bacterial infections, AgNPs are being
developed not only for topical, but also for systemic infections. For this reason, it’s important
to determine their pharmacokinetic parameters. Absorption of AgNPs through biological

membranes is mostly dependent on its physicochemical characteristics, like the size and shape.

Gastrointestinal absorption:

During digestion AgNPs undergo a series of changes triggered by high temperatures,
variable pH, changes of saline balance and enzymes in the gastrointestinal tract. After gastric
digestion the number of nanoparticles drop significantly, rising back to original values after
intestinal digestion. Reduction in number of particles is caused by their clustering promoted
by the chloride present in the stomach. During intestinal digestion, these clusters are
disintegrated back into single AgNPs. This phenomenon is believed to be caused by the
increase in pH from gastric to intestinal medium. Results like these indicate that under
physiological conditions AgNPs reach the intestine mostly in their original form [62].

Although most of AgNPs reach the intestine, its gastrointestinal absorption rates are
extremely low, as proved by Bachler et al. whom concluded that after oral administration of
AgNPs, the intestinal absorption fraction was about 0.12% to 0.88% in humans and ionized
silver (Ag") presented a fraction of approximately 5% in rats [61]. The low absorption of
AgNPs after an oral dose may be associated with the binding of nanoparticles to non-digestible

food components resulting in a higher faecal excretion of silver [63].

Pulmonary absorption:

Absorption from the alveoli to the bloodstream is mostly dependent on size of the
nanoparticles. While ultrafine AgNPs dissociates rapidly and silver spreads to the blood
capillaries, larger or agglomerated AgNPs are retained in the lungs. The remaining AgNPs in
the alveoli are rapidly eliminated through local macrophages phagocytose [64].

In order to determine absorption fractions of AgNPs, Bachler et al., used as reference
the concentrations needed to cause argyria (a condition that occurs after prolonged exposure
to silver and is characterized by irreversible purple to grey coloration of skin/eyes) after

pulmonary or intestinal uptake previously described by other authors. According to them, this



value can be up to 3.75 times higher to an oral dose when compared to an inhaled dose, which
suggests a more extensive lung absorption. During their experiments, Bahler et al. obtained
absorption fractions of 20.1% for inhalation and 3.25% for oral absorption, which is consistent

with the values referred above [61].

Cutaneous absorption:

There are two major routes proposed for epidermal penetration. The first involves
passage through the stratum corneum, either by a transcellular (diffusion through the cells) or
by an intercellular pathway (diffusion through the gaps between corneocytes). The second
includes the entry via skin appendages as hair follicles and sweat glands [65].

AgNPs, as other metallic nanoparticles, accumulate in the follicle where they form a
deposit which can’t be removed by natural desquamation or body wash. These deposits allow
a gradual absorption of nanoparticles from the follicles to the blood capillaries [65]. According
to Larese et al, AgNPs can penetrate intact human skin and damaged skin, however, in
compromised skin the median amount capable of penetrate was 5 times greater than in the

intact skin [66].

Distribution

In first instance, accumulation of AgNPs in the tissues is dependent on route of
administration reaching, for example, high levels in skin after dermal administration or in the
lungs during pulmonary administration. In oral administration AgNPs reach high
concentrations in small intestine, and stomach. After oral administration and absorption, silver
undergoes a first-pass through the liver with excretion into the bile which reduces systemic
distribution to body tissues [67].

After i.v. injection concentration-time curves revealed a rapid decline in silver
concentration during the first 10 min which indicates a rapidly distribution of AgNPs to tissues,
followed by a stabilization of concentration in blood after this period. Although silver
distributes to all organs, it achieves higher accumulation in the spleen and liver after a single
dose injection. Continuing of the treatment results in a slight decrease in liver accumulation
with AgNPs depuration and excretion through the bile and a redistribution of silver to other

organs as kidney, heart, lungs, testes and brain [68, 69].

Metabolism and excretion

Stabilization of AgNPs by proteins adsorbed at is surface blocks dissolution of silver

making impossible the formation of new soluble silver species. Instead, stable AgNPs undergo



direct complexation into silver sulphide particles which accumulate in the tissues [61].
Activation of metallothioneins in the liver may also be pointed out as a reason for AgNPs
accumulation in this organ. These small proteins present a high number of thiol groups which
are involved in detoxication of heavy metals in liver but also in other organs as kidneys,
intestine and brain [68].

Silver nanoparticles are slowly eliminated from the organism. Although a small fraction
of AgNPs are excreted by the kidneys, biliary excretion is the major route of silver depuration.
This pathway includes complexation of silver with glutathione (GSH) generating silver-GSH
complexes. Since the excretion rates are very small, the amount of silver in the bile and urine

is negligible [61].

Pharmacodynamics

Despite several approaches have been made over the years, the precise mechanism of
action of AgNPs is still not fully understood. The antimicrobial action of AgNPs is linked to
four main mechanisms: (1) attraction to the bacterial surface, (2) destabilization of the bacterial
cell wall and membrane with change in its permeability (3) induction of toxicity and oxidative
stress by generation of ROS and free radicals and (4) modulation of signal transduction
pathways [70].

Adhesion of AgNPs to the surface of bacteria is described by many authors as the first
step of a complex mechanism of bacterial inhibition. AgNPs adhesion is highly influenced by its
size, but also by its zeta potential. Depending on the synthesis method used, AgNPs may have
a positive, neutral or negative zeta potential. Abbaszadegan et al. demonstrated that by varying
the surface charge of nanoparticles, a marked fluctuation of the antibacterial activity occur.
Since the bacterial surface shows a slightly negative charge, positively charged AgNPs are
strongly attracted to the surface of the bacteria, resulting in increased antibacterial activity.
On the other hand, neutral or negatively charged nanoparticles have a significantly decreased
antibacterial effect. However, an increase in the concentration of AgNPs allows the atenuation
of electrostatic repulsion through a bacterial surface saturation method [71].

After adhesion to the bacterial surface, AgNPs can interact with the cell via two
diferent mechanisms. Smaller AgNPs (~ 5 nm) penetrate directly into the cell, while larger
nanoparticles are retained outside the bacteria. In both cases, AgNPs continuously release Ag”
ions. These ions bind to cell membrane structures destabilizing the membrane potential and
causing proton leakage. Cell wall destabilization highly increases bacterial permeability,
allowing larger AgNPs to enter the cell [72, 73]. Once inside the cell AgNPs and Ag" ions

interact with numerous structures and biomolecules as proteins, lipids and DNA, resulting in



cell dysfunction. AgNPs are well known by its high capacity to produce reactive oxygen species
(ROS) and free radicals as hydrogen peroxide (H,0,), superoxide anion (O;), and hydroxyl
radical (OH"). Although ROS occur naturally in bacteria as a result of cellular respiration, under
normal circumstances bacteria possess defence mechanisms, such as glutathiose (GSH),
superoxide dismutase, and catalase that act as antioxidant enzymes and eliminate these toxic
species. High concentrations of Ag” released by AgNPs produce extreme levels of oxidative
stress. Even though antioxidant enzymes link some of the released ions, these are not enough
to neutralize the AgNPs amount [73]. These species interact with respiratory chain proteins
on the membrane and inactivate enzymes due to its high affinity to phosphates, thiol and
carboxyl groups [74]. Its link to phosphate groups inhibits phosphorilation of proteins which
is frequently involved in enzymatic activation, ultimately resulting in inhibition of bacterial
growth. Dephosphorylation of tyrosine residues of protein was also been implicated in
disruption of biosynthesis and transport of exopolysaccharide and capsular polysaccharide to
the membrane, and thereby, disruption of cell cycle [70]. Additionally, Ag" can intercalate
DNA strands forming complexes with nucleic acids between the purine and pyrimidine base
pairs, disrupting H-bonds between them [73].

L o)

Ag AgNP gent) AgNP
ag' Ag

AgNP
AgNP AgNP p
5 n ¥ _0 e

Ag e

: @ Ag: Ag = P ;

- 8 . : 2

S genem_t_l_i_)_n : . {  Interaction with DNA |
‘@ Agt 1

. . b

o [ | Cell structures destabilization | —
o. | ag© @
Az Ag’ — . -
Ag . @ ow %
Agt AgNP Interaction with proteins .‘ ROS generation I)H
'-m.'-',";" ag e
v o e YA
- ~ Ol- ./’1 b
~_ @& o b
Disruption of electron transport chain |

Figure 5: Schematic representation of AgNPs mechanism of antimicrobial activity. (described above). Adapted

from: [39].

Although silver nanoparticles are the most extensively studied and well described
nanoparticles with antimicrobial applications, other approaches have tried to apply different

metals (e.g. copper, gold, zinc, titanium, etc) in nanoparticles synthesis.



COPPER AND COPPER OXIDE NANOPARTICLES (CuNPs and CuONPs)

CuO is a semiconductor material considered to be an excellent candidate for the
synthesis of metal-based nanoparticles, because besides being highly resistant to heat, it is also

highly robust, stable, cheap and easily synthesized [75, 76].

Synthesis

The synthetic protocols used are similar to those described above. Although both
CuNPs and CuONPs can be synthesized by various processes, biocompatible processes
emerged as the most investigated in the past few years. Independently of the selected method,
during synthesis, CuSO,, CuCl, * 2H,0O, Cu (NO;) , or Cu (CH;COOQ), are the most frequently

used copper precursors. Synthesis of CuONPs is divided in two steps illustrated in Figure 6.

Redution Oxidation

Cu’t + 2e~ + —— Cu® + Air (0,) + —— Cu0

Figure 6: Schematic representation of the two-steps reaction of formation of clusters of CuO. (Adapted from: [76].

The first reaction consists in the reduction of the ionic precursor (Cu?*) with formation
of Cu® which is highly unstable in the presence of oxygen, and for this reason, it is readily
oxidized to CuO. Occurrence of the reaction may be assessed by observing a color change of
the solution: bleaching of the solution with Cu® formation which changes again, usually to a

brownish tone after the conversion to CuO [76].

Pharmacokinetics

Since copper is an essential microelement which is present in all tissues in the human
body, its distribution and accumulation is hard to assess [77]. For this reason, to date no work
has been published regarding the investigation of pharmacokinetics of CuONPs. A study,
however, was performed assessing pharmacokinetics of Cu** and Zn?** after an intravenous
dose of another drug containing this elements in rats after determinate the baseline copper
concentration in blood (1.09 + 0.04 mg/mL). Copper concentrations after dose administration
were obtained by subtracting basal values from total metal levels. According to this study,
copper is distributed to all tissues having affinity to specific transporters that will mediate its
entrance in the cells. Similarly, mammalian cells possess Cu-efflux transporters that control

the excess of Cu in the intracellular medium, maintaining copper homeostasis. [78, 79].

Pharmacodynamics

Although it has been suggested that CuNPs have a greater ability to inhibit bacterial

growth because of their more direct contact with bacterial strains (attributed to better



electron transfer between bacteria and CuNPs), they are more instable and have high
susceptibility to oxidation. This problem was overcome by the conversion of CuNPs to
CuONPs, the latter having greater stability costing, however, small loss of activity [80].

CuONPs have antioxidant and antimicrobial activity with high clinical interest. Their
antibacterial activity has been studied particularly against microorganisms such as E. colj, V.
cholera, P. aeruginosa, S. typhus, S. aureus. E. faecalis, B. subtilis and S. faecalis [81, 82].

The mechanism of antibacterial activity of CUONPs is not well elucidated yet, however
it’s thought that it involves bacterial cell wall adhesion triggered by electrostatic interactions.
Dissociation of Cu®* induces the generation of ROS that contact with cellular membranes.
These ions also have the capacity to enter the cell, causing membrane damage which is

associated with disruption of cell’s internal content and bacterial cell leakage [I 1, 80].

GOLD NANOPARTICLES (AuNPs)

AuNPs are composed of gold, an inert and biocompatible compound [83]. Their unique
characteristics make them a material of extreme interest in the medical field. Some of the
major areas of application of AuNPs include biosensors and bio-imaging, drug delivery systems,
and also the treatment of some cancers. Meanwhile, some researchers have been interested
in the potential antibacterial activity of AuNPs since this material is much less toxic to
mammalian cells when compared with AgNPs, the most common nanoparticles employed as

antimicrobial agents [84].

Synthesis

Although there are several methods for the synthesis of AuNPs, all of them are based
on the reduction reaction of chloroauric acid (HAuCl,) followed by agglomeration in the

presence of a stabilizing agent (Figure 7).

Redution

AuCly + 3e~ —— Au® + 4Cl™

Figure 7: Schematic representation of the reduction reaction of formation of AuNPs. (Adapted from: [85].

The occurrence of the reaction is easily detected by the color change of the solution
from pale yellow to pinkish red color caused by the alteration in the surface plasmon
resonance of the newly formed AuNPs. This is due to the fact that at nano-size, the surface
electron cloud of gold vibrates, absorbing the electromagnetic radiation of a certain
wavelength. Generally, these results are confirmed by UV-Vis spectrum analysis. In most cases,

a peak absorption of AuNPs between 500 and 600 nm (~ 521 nm) is observed [84, 86, 87].



Pharmacokinetics

AuNPs biodistribution is dependent on many variables, including size and geometry of
nanoparticles, surface chemistry and type of stabilizing agent [88].

Although AuNPs distribute through all the organs, they present a distribution pattern
size-dependent with smaller nanoparticles showing a more widespread distribution. AuNPs
remain in the body for long periods of time, being eliminated very slowly in the faeces and
urine.

After i.v. injection it is preferably accumulated in some organs, mostly in the liver,
followed by spleen and lungs. The biodistribution of AuNPs presents a first phase of
distribution followed by a second phase of redistribution and elimination. Balasubramanian, et
al. described a redistribution time of approximately one month after the i.v. injection. During
this period, he observed an increase in the levels of gold in the kidneys, testis and blood

simultaneous with persistently high levels of gold in the liver, spleen and adrenal glands [89].

Pharmacodynamics

AuNPs are active against gram-negative and gram-positive bacteria, namely E.colj,
P.aerosinosa, S.typhi, Serratia sp, K.pneumoniae, S.aureus, B.subtilis and E.faecalis, among others
(see table 2 in attachments).

The fact that AuNPs are relatively inert implies that they exhibit no apparent intrinsic
antibacterial activity. Thus, it is understood that their main mechanism of bacterial toxicity is
based on direct adherence of AuNPs to the bacterial surface driven by electrostatic forces.
This mechanism is highly dependent on nanoparticles size, typically with smaller nanoparticles
presenting lower MIC. From their adhesion results alterations of membrane potential,
inhibition of ATPase activity (resulting in inhibition of ATP synthesis) and inhibition of tRNA
binding in subunit of the ribosome. This phenomenon will block essential metabolic processes
which result in loss of integrity of cell [84, 87].

Due to their low reactivity, AuNPs have ion release and ROS production as a minor
mechanism of action. Therefore, they need to be present in much higher concentrations to
produce the same antibacterial effect as other metal-based nanoparticles (for example AgNPs)

[90].

ZINC OXIDE NANOPARTICLES (ZnONPs)

ZnO is a biocompatible semiconductor material recognized by the Food and Drugs
Administration (FDA) as one of the safest materials [91]. The fact that zinc is an essential

mineral involved in the catalytic activity of numerous enzymes present in the human body and



being widely distributed throughout the body tissue makes it a material of high relevance

compared to those mentioned above [92].

ZnONPs are formed in the same manner as the processes described above. In their
case the most used precursors are zinc nitrate (Zn(NO;),), zinc sulphate (ZnSO,) and zinc
acetate (Zn(CH;COQ),). Zinc oxide is organized spatially in two main forms: hexagonal
wurtzite, the most stable form and therefore the most common and cubic zinc blende. In
addition to this fixed form, after agglomeration ZnONPs may present varied morphologies
(e.g. nanocombs, nanorings, nanocages, etc.) which is determined by the synthetic route used
[92]. Formation of ZnONPs is evidenced by a color change of the solution, and the simplified

reactions of its synthesis are presented in Figure 8.

1—Zn?* + 20H- > Zn(OH),
2 —Zn(OH), + 20H~ - Zn(OH)%"
3—-Zn(OH);” © Zn0+ H,0 + 20H™
Figure 8: Schematic representation of reactions involved in formation of ZnONPs. (Adapted from: [93].

Pharmacokinetics

The bioavailability of ZnONPs varies according to the route of administration chosen.
While during an i.v. injection the nanoparticles are readily available in the bloodstream, after
an oral dose the bioavailability is much lower. This phenomenon can be explained by an
incomplete absorption at the level of the gastrointestinal tract, followed by a first-pass hepatic
effect [94].

Although the distribution of the nanoparticles is influenced in part by the route of
administration and by the intrinsic physicochemical properties of the nanoparticles, as
expected, ZnONPs have a wide distribution to organs such as the heart, liver, spleen, lungs
and kidneys, with greater accumulation in the liver and kidneys, the main metabolic and / or
excretion sites of nanoparticles [95].

Despite being eliminated mainly by biliary clearance and faecal excretion, some smaller
ZnONPs are efficiently harvested by the kidneys, being eliminated by renal excretion (minor

route) [94].



Pharmacodynamics

ZnONPs possess antimicrobial activity against gram-positive (S.aureus, S.epidermis,
B.subtilis, B.cereus, L.monocytogenes, E.faecium) and gram-negative (P.aeroginosa, E.coli,
K.pneumoniae Salmonella sp.) bacteria [91, 96-98].

The mechanism of antimicrobial toxicity is related to the dissolution of ZnONPs in
aqueous medium with consequent release of Zn*". Zn*" ions are attracted to the bacterial
surface where they cause a change in the membrane potential through the blockage of K* ion
channel present in the cell membrane. These changes lead to destabilization and increased
permeability of the membranes. ROS produced also contribute to this result [94].

In parallel, Zn*" ions of can penetrate the bacterial cell wall relatively easily (due to its
positive charge). Within the cell they interact with various molecules, such as lipids, proteins
and nucleic acids, disrupting important metabolic pathways.

Saliani et al. proved the impact of pH variations in the antibacterial activity of ZnONPs.
He concluded that these nanoparticles exhibit excellent stability above pH 7.0. Although, at
acidic pH these showed a higher antimicrobial activity as a consequence of the increase in the

dissolution and release of Zn** (as described below) [94, 99].

acidic medium

Zn0 + 2HCl ———— ZnCl, + H,0

ZnClZ aqueous medium Zn2+ 4 201"

Figure 9: Schematic representation of ZnONPs reactivity under alkaline or acidic conditions. (Adapted from: [100].

Limitations

Despite their many advantages discussed throughout this paper, metal-based
nanoparticles, raise some issues, in particular regarding their stability and safety for human and
the environment. In the sections below a brief review of the literature up to date on these

grounds of concern will be presented.

l. Long-term stability

Nanoparticles stability during storage may be an obstacle difficult to overcome. During
their formulation, it was demonstrated the fast“aging” os metal-based nanoparticles even
under optimal storage conditions. Nanoparticles are susceptible to normal storage conditions

because these undergo changes in physicochemical properties that are important for their



mechanism of antibacterial activity leading to discrepancies in the administered dose and the
delivered dose.

Temperature is one of the factors that most affect log-term stability in a colloidal
solution of nanoparticles. An elevation of temperature increases system entropy causing a
higher number of collisions between nanoparticles and decreasing electrostatic repulsion,
which result in faster agglomeration into larger nanoparticles which sediment by gravity usually

remaining in solution only smaller well dispersed nanoparticles (<10 nm).

Light exposure may also affect nanoparticles stability. Light irradiation can promote
nanoparticles surface oxidation by dissolved oxygen, resulting in release of ions to the solution,
additionally, daylight can cause photo-reduction of already dissolved ions with consequent
production of new nanoparticles with random distribution diameters [101, 102].

Velgosova et al. proved that AgNPs dispersed in solution if stored in the dark at 5°C
temperature presented higher long term stability and no phase separation or agglomeration
even after months of storage [103].

Furthermore, the stability of nanoparticles over time is vital for the storage and non-
degradation of its nanostructure. It is important to avoid oxidation, which is usually achieved
by adding capping agents to its surface which will protect them from deterioration and enhance

nanoparticles stability [104].

1. Toxicity

Regardless of the advantages and potential applicability of nanoparticles in the fight
against bacteria, some doubts remain about their potential toxicity and risk to human health.

Metal-based nanoparticles have been shown to be more toxic to bacteria than to
eukaryotic cells especially due to their higher affinity to them, however its extensive
distribution and accumulation over time predicts that the same mechanisms responsible for
their efficacy against bacteria, may also be responsible for potential adverse effects [105].

Production of ROS by nanoparticles and oxidative stress generated have been
associated with inflammatory processes responsible for many conditions such as pulmonary
diseases and liver degeneration [I1].

Although it’s not a life-threatening condition, argyria and argyrosis caused by chronic
exposure to silver are the most often reported. These irreversible conditions are
characterized by bluish-gray or ash gray pigmentation of the skin and/or eyes more prominent

in solar exposure areas [106]. In addition to argyria and argyrosis, metal-based nanoparticles



have been associated with adverse effects involving organs such as the lungs, liver, kidneys,

central nervous system.

a) Pulmonary toxicity

In the lungs, metal-based nanoparticles are involved in acute and subacute inflammatory
processes with release of pro-inflammatory cytokines and influx of mononuclear cells [107].
These inflammatory processes may be reversible depending on dose and exposure duration,
but in some serious cases they have been associated with the development of pulmonary
bronchitis, emphysema and moderate fibrosis [106, 108].

Chung et al. detected a mild to moderate inflammation with infiltration of neutrophils,
eosinophils, monocytes/macrophages and some lymphocytes in the bronchial and exudates in
the alveolar space after instillation with silver nanowires in Sprague-Dawley rat lungs [109].
Additionally, Gosens et al. and Jacobsen et al. also proved the occurrence of the same effects
after administration of CUONPs and ZnONPs respectively [110, I | I]. Gosens et al., observed
dose-dependent lung inflammation with alveolitis, bronchiolitis, vacuolation of the respiratory
epithelium and emphysema after short-term inhalation exposure to CuONPs [I110]. while
Jacobsen et al. noticed a very strong inflammatory response in the lungs after exposure to
ZnONPs [111].

There is no evidence that AuNPs are involved in inflammatory processes in the lungs
at therapeutic doses, however, according to the reports published by the researchers
mentioned above, this hypothesis cannot be neglected. Despite that, since AuNPs have proven
to be much less reactive than other metal-based nanoparticles, they may be considered the

safest ones.

b) Hepatotoxicity

In the liver, high accumulation of metal-based nanoparticles has been associated with
elevation of liver biomarkers (AST, ALT, GGT), hepatic inflammation and pro-inflammatory
activation of Kupffer cells in the liver. At the same time inhibition of several cytochrome P450
enzymes (CYPIA, CYP2C, CYP2D, CYP2E| and CYP3A) have also been reported [108, | 12].

Jia et al. demonstrated that AgNPs may be involved in the progression of fatty liver
disease from steatosis to steatohepatitis as a result of the inflammatory process and inhibition
of fatty acid oxidation in overweight rats [I13]. Lee et al. also reported mononuclear cell
infiltration and hepatocyte degeneration after oral administration of CuNPs. This observation
is consistent with suspected sustained chronic inflammation and fibrosis after oral

administration of an overload dose [ 14, I 15].



Similarly, Almansour et al. also proved that ZnONPs have potential oxidative stress in
hepatic tissues resulting in Kupffer cells hyperplasia, inflammatory cells infiltration, hepatocytes
apoptosis and necrosis after performing a study where he evaluated ZnONPs hepatotoxicity
in male Wistar albino rats [116].

Although AuNPs administration under normal health conditions does not constitutes
any arm to the liver due to its rapid trapping by the Kupffer cells present in that organ, under
stress conditions (often induced by disease situations) AuNPs stimulate Kupffer cells and
increase the recruitment of monocytes/macrophages, responsible for release of pro-

inflammatory cytokines [117].

¢) Nephrotoxicity

Kidneys may also be susceptible to AgNPs toxicity. Prolonged treatment with AgNPs
has been associated with proximal tubular degeneration, capsular and membranous thickening,
and mesangial abnormality with loss of renal function evident by increased serum creatinine
levels [108, 118].

Similar results have been obtained to other metal-based nanoparticles. Sarkar et al. and
Yang et al. both observed an increase in blood urea nitrogen levels and serum creatinine levels
in the groups treated with CuONPs and ZnONPs respectively, with evidence of tubular
epithelial cell necrosis observed in the second case. These results corroborate the hypothesis
of renal dysfunction potentially induced by oxidative stress [119, 120].

Conversely, although Ibrahim et al. has reported some pathological changes in the
kidney after exposure to AuNPs during its work, such as alterations in glomeruli, dilated
tubules, oedema exudate, mild necrosis, and infiltration of inflammatory cells. These
pathological changes were considered minimal and insignificant in the kidneys, regardless of

the size of the AuNPs [121].

d) Neurotoxicirty

It has been proved that nanoparticles may cause some degree of damage to the blood-
brain barrier leading to increased permeability and facilitating its penetration into the central
nervous system. Although copper was involved in homeostasis pathways in the brain, its
imbalance may be related to some degenerative processes [122]. Similarly, AgNPs and
ZnONPs toxicity was also associated with accumulation of nanoparticles in the brain
responsible for some degree of neuroinflammation and neurodegeneration caused by ROS

induced central nervous system (CNS) injury [123, 124].



Since AuNPs accumulate mainly in the hippocampus, thalamus, hypothalamus and
cerebral cortex, Ferreira et al. found that acute administration of AuNPs exposed these areas
of the brain to ROS stress responsible for inhibiting energy metabolism in the hippocampus,
striatum and cerebrum, while prolonged administration would generate some degree of

desensitization [125].

e) Other side effects

Metal-based nanoparticles intake was also associated with anemia resulting from
toxicity against erythrocytes which culminates in hemolysis and decreased count of RBC (red
blood cells). Besides oxidative stress which is transversal to all metal-based nanoparticles and
to which erythrocytes are quite sensitive, ZnONPs possess an additional mechanism of
toxicity to red blood cells. Excessive intake of zinc induces deficiency of copper and iron. Iron
deficiency is the most frequently reported cause of anemia in the literature [120, 126].

Additionally, after oral administration of metal-based nanoparticles, gastrointestinal
side effects as been frequently reported. The most common gastrointestinal reactions
reported include nausea, vomiting and diarrhea and gastrointestinal hemorrhage that may also
occur in some cases. It was found that people without underlying health problems were less
likely to develop adverse reactions when compared to people with comorbidities such as
obesity or cholesterol. Due to the varied profile of adverse reactions, during the
administration of metal-based nanoparticles, it may be relevant to access the patient's health

profile [117].

11. Environmental risk assessment

Increased production and use of metal-based nanoparticles raises issues, namely
accumulation of nanoparticles and release of metallic ions in various ecosystems and their
environmental impact [I0l]. In the presence of environmental agents, metal-based
nanoparticles are subjected to various physicochemical processes, such as agglomeration,
adsorption, dissolution mineralization or redox reactions (e.g.: photo-oxidation or photo-
reduction), which are responsible for their variations in the toxicity to living organisms. Metal-
based nanoparticles toxicity is usually associated with an increase in ions solubility. For this
reason, stable nanoparticles such as AuNPs present less bioavailability, and less toxic-effects
to cellular organisms [127].

It was observed that metal-based nanoparticles become rapidly agglomerated in the
seawater compared to fresh water. This factor may be explained by a higher ionic strength

which promotes agglomeration and deposition onto the sediment surface of bigger



nanoparticles. Additionally, metal-based nanoparticles may also complex with ligands or
organic matter dissolved and precipitate. This phenomenon is associated with a decrease in
ions release, the major toxic agents [128].

Considering these processes as integrant part of a dynamic equilibrium, alongside this,
nanoparticles also release metallic ions under light conditions (photo-oxidation). Ag” ions
release, in particular, is considered highly toxic to various aquatic organisms such as algae,
Daphnia or fish [129]. Exposition of aquatic organisms to metallic ions and nanoparticles may
generate bioaccumulation and, eventually, biomagnetization along the trophic chain. Lacave et
al. assessed effects of dietary transfer of silver from exposed brine shrimp larvae to zebrafish,
in an attempt to simulate bioaccumulation of heavy metals. His results proved that although
silver ions showed low toxicity to brine shrimp larvae (a much more sensitive specie than
zebrafish), bioaccumulation of silver was detected after exposure to sublethal concentrations

of AgNPs, being transferred through the diet to adult zebrafish [130].

CONCLUSION AND FUTURE DIRECTIONS

The metal-based nanoparticle market has expanded tremendously over the years and
is expected to continue to grow from USD 12.35 billion in 2017 to USD 25.26 billion in 2022
with an estimated compound annual growth rate (CAGR) of 15.4%. Although they have a high
applicability in various industries, such as cosmetics, textile Industry, and food Industry, AgNPs
have taken a leading role in the metal-based nanoparticles market in 2016, and with the
discovery of its antimicrobial activity it's now expected that the size of AgNPs market exceeds
USD 3 billion in 2024 [131, 132].

Metal-based nanoparticles applicability in the antibiotherapeutic field is dependent on
the fact that they have several non-specific bacterial toxicity mechanisms (do not bind to a
specific receptor in the bacterial cell, as most of the antibiotics currently on the market) which
not only difficults the development of resistance by bacteria, but also broadens the spectrum
of antibacterial activity. As a result, a large majority of metal-based nanoparticles efficacy
studies performed so far have shown promising results in both gram positive and gram-
negative bacteria. These results are extremely valuable, since, as noted earlier in this paper
(WHO), there is a worrying lack of effective antibiotics against multi-resistant gram-negative
bacteria.

We selected four of the main nanoparticles with well-described antimicrobial activity
among the most mentioned, namely AgNPs, CuONPs, AuNPs and ZnONPs. Although AgNPs

have been shown to be highly reactive and have high antibacterial activity compared to the



rest, its accumulation in the body and potential toxicity to the various organs (described
above) may restrict its use. This is the main reason why researchers have chosen to do
experiments with other metal-based nanoparticles. CuO and ZnONPs, for example, are
constituted by copper and zinc, two essential microelements, which are less toxic to
mammalian cells because these have mechanisms of homeostasis that regulate the
concentrations of these metals inside the cells. Meanwhile, AuNPs, were originally investigated
for their applicability as biosensors, bio-imaging and drug delivery systems and not for their
antibacterial activity, however with the discovery of unfavorable toxicity profiles of other
nanoparticles, AuNPs antibacterial activity was also investigated, since they are relatively inert
and biocompatible. Although AuNPs have considerably lower antibacterial activity using
AgNPs as a reference, they present much more favorable safety profiles with no major adverse
effects reported to date.

As mentioned previously, metal-based nanoparticles used for medical and
pharmaceutical purposes may present narrow therapeutic windows (high risk of side effects)
and great differences in product characteristics observed when the synthesis protocol is
changed and also during shelf-life. For these reasons, an exhaustive characterization of
nanoparticles in the early stages of pharmaceutical development and the study of their in vivo
behavior during preclinical and clinical trials become vital to the success of pharmaceutical
development and so that failures in late phases of R&D do not occur. With this purpose,
further safety studies, in vivo toxicity studies as well as environmental risk assessments are still

required.
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ATTACHMENTS

Table 1. Examples of green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) developed over the last years.

Specie
Bacillus
endophyticus SCU-L
Cannabis sativa

Dorema
amoniacum D.

Aspergillus niger
NRCI731

Sida acuta

Bacillus sp. SBT8

Stenotrophomonas
maltophilia RI3

Nigella arvensis
Chlamydomonas
reinhardtii
Spirulina
microalgae
Chorella vulgaris
Penicillium
aculeatun Sul

Artemisia annua
Miyristica fragans
Phoenix dactylifera

Eucalyptus

Angelica pubescens

Living
organism

bacteria

plant
extract

plant
extact

fungus
plant

extract

bacteria

bacteria

plant
extract

plant
extract

microalgae
microalgae
fungus
plant
extract

plant
extract

plant
extract

plant
extract

plant
extract

Morphology

spherical
spherical
spherical

spherical

spherical

spherical to
pseudo-
spherical

spherical

spherical

spherical

spherical
spherical

spherical
spherical
spherical
spherical
spherical

quasi-
spherical

! n.a. —information not available

Synthesis

extracelular
extracelular
extracelular

extracellular

extracelular

extracellular

extracellular

extracelular

extracelular

extracelular
na.!

extracellular

extracelular

extracelular

extracelular

extracelular

extracelular

Size

(nm)

4866
(~ 5.1y

20-40
~284
3-20

~ 149

1-20

5-25
(~84)

2-15
9-11
(~10)
5-50
9-11
4-55
2.1-45.2
(~ 10.9)
10-70
(~25)

25-60

25-30

20-50

Activity

E.coli; S.typhi;
S.aureus

P.aeroginosa; E.coli

E.coli; S.typhi;
B.cereus; S.aureus;
E.coli;
B.mycoides;
E.coli
S.aureus; S.faecalis;

E.coli; S.thyphi; P.aeroginosa;
L.monocytogenes; S.aureus;

E.coli; K pneumoiae;
P.vulgaris;; S.choleraesuis;
S.typhi; S.marcescens;
V.cholerae; L.monocytogenes;
S.aureus;

E.coli; P.mirabilis; S.typhi;
S.pyogenes; B.subtilis;
S.aureus;

L.monocytogenes

Klebsiella sp.
Staphylococcus sp.;
S.aureus
E.coli; P.aeroginosa;
S.aureus; B.subtilis
M.oxydans; A.arilaitensis;
S.equorum;Kocuria
sp.
S.typhi

B.cereus; K.pneumonia;
E.col;;
S.epidermis;S.aureus
E.coli; P.aeroginosa;
S.aureus
E.coli;
S.aureus
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Table 2. Examples of green synthesis of alternative metal-based nanoparticles with potential
antibacterial activity.

Specie

Trichoderma
hamatum

Alternanthera
bettzickiana

Deinococcus
radiodurans

Pseudomonas
veronii AS41G
Bacillus
licheniformis
Fusarium
oxysporum f.
sp. cubense JTI

Stoechospermu
m marginatum

Streptomyces
viridogens
(HMI10)

Shewanella
loihica PV-4

Enterococcus
faecalis

Glycosmis
pentaphylla

Suaeda
aegyptiaca

Pichia
kudriavzevii

Jacaranda
mimosifolia

Cystoseira
trinodis

Microrganism

fungus

plant extract

bacteria

bacteria

bacteria

fungus

algae

bacteria

bacteria

bacteria

plant extract

plant extract

fungus

plant extract

algae

2 n.a. —information not available

Morphology

spherical,

pentagonal and

hexagonal

spherical

spherical,
triangular and
irregular

irregular

spherical

n.a.2

spherical to
irregular

spherical and
rod

spherical

spherical

spherical

spherical

hexagonal

spherical

spherical

Synthesis
AuNPs

extracelular

extracelular

intra- and
extracellular

extracellular

extracellular

extracellular

extracellular

intracellular

CuNPs
extracellular

SeNPs

extracellular

ZnONPs

extracelular

extracelular

extracellular

extracelular

CuONPs

intracellular

Size

(nm)

5-30

80-120

~43.75

5-25

20-75
(~38)

~22

18.7-
93.7

18-20

10-16

29-195
(~99)

32-36

~60

10-61

2-4

6-7.8

Activity

P.aeroginosa; Serratia

sp-;
B.subtilis; S.aureus

S.typhi; P.aeroginosa;

E.aerogenes
S.aureus; B.subtilis;
M.luteus;

E.coli;
S.aureus

E.coli;
S.aureus (+)
E.coli; P.aeroginosa;
B.subtilis

Pseudomonas sp.

P.aeroginosa;
V.cholerae;

V.parahaemoluticus;

S. paratyphi;
P.vulgaris; S.typhi;
K.pneumoniae;
K.oxytoca
E.faecalis(+);

E.coli;
S.aureus

E.coli

S.auerus

(no observed activity
against P.aeroginosa,

B.subtilis and E.coii)

S.dysenteriae;
S.paratyphi;
S.aureus; B.cereus
P.aeruginosa; E.coli;
S.aureus; B.subtilis
E.coli(+);
S.marcescens;
B.subtilis(+);
S.aureus(+);
S.epidermis(++)
E.coli;
E.faecium

E.coli; S.typhi;
E.faecalis; S.aureus;
B.subtilis; S.faecalis
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