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“Ah, but a man's reach should exceed his grasp,

Or what's a heaven for?”

Robert Browning
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Parte |- Relatério de Estagio Distribuicao Grossista de Medicamentos

"If everyone is moving forward together, then success takes care of itself."

Henry Ford



I. Abreviaturas e Siglas

ASAE — Autoridade de Seguranga Alimentar e Econémica
BPD — Boas Praticas de Distribuicao

DGAY - Direcao-Geral de Alimentacao e Veterinaria
DT — Diretor(a) Técnico(a)

FIFO — First In First Out

GAP — Gabinete de Atentimento Personalizado

LI — Logistica inversa

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
PTT — Picking To Tote

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



2. Introducao

A PLURAL — COOPERATIVA FARMACEUTICA, CRL, doravante designada por Plural,
€ uma das principais empresas de distribuicao grossista farmacéutica em Portugal que resultou
da fusao em 2006 da empresa Farbeira — Cooperativa dos Farmacéuticos do Centro Crl, com
a Cofarbel, Crl e da Farcentro, Crl, passando ainda pela designagao Farbeira Cofarbel
Farcentro — Cooperativa Farmacéutica, Crl, até que alterou para a atual designagao em 2008.
A Plural atualmente encontra-se distribuida por 75% do territério portugués, estado sediada
em Loreto, Coimbra, num novo edificio desde 2017 e com 5 Plataformas Logisticas em Caldas
da Rainha, Tortosendo (Covilha), Faro, Montijo e Maia (Porto). A sua missao é “aprovisionar,
armazenar e distribuir medicamentos aos nossos cooperadores, nas melhores e mais
adequadas condi¢oes de acordo com as Boas Praticas de Distribuicao e no mais curto espago
de tempo”.(1)

Segundo o Decreto-Lei 176/2006, de 30 de agosto, a distribuicdo por grosso é a
“atividade de abastecimento, posse, armazenagem ou fornecimento de medicamentos
destinados a transformacao, revenda ou utilizagao em servigcos médicos, unidades de saide e
farmacias, excluindo o fornecimento ao publico” e o titular de autorizacao de distribuigao por
grosso de medicamentos deve "dispor permanentemente de medicamentos em quantidade e
variedade suficientes para garantir o fornecimento adequado e continuo do mercado
geografico relevante, de forma a garantir a satisfacao das necessidades dos doentes”.(2) O
farmacéutico em distribuicao grossista, segundo o cddigo deontologico da ordem dos
farmacéuticos, “deve cumprir e fazer cumprir as normas respeitantes ao armazenamento,
conservagao e distribuicao de produtos farmacéuticos e zelar pela sua seguranga e condigoes

de higiene e manutengao, em conformidade com as boas praticas de distribuigao”.(3)



3. Analise SWOT

O meu estagio teve inicio a 10 de janeiro e término a 23 de fevereiro, compreendendo

um total de 270 horas, e foi orientado pela Dr.* Olga Simoes.

Tabela I. Anilise SWOT referente ao estagio em Distribuicao Grossista de Medicamentos

e A automatizagao de todo o processo ¢ O medicamento como uma
de recegao, arrumagao e aviamento; mercadoria;

e Gestao do stock e a sua importancia; e Funcio rotineira no estagio;

e Ligacdo com as indlstrias e as e Aplicagao de conhecimentos
farmacias; cientificos limitada;

o Tarefas realizadas a gestaio e e A quantidade reduzida de tarefas
organizagao do inventario; para a duragao do estagio.

e Alimentagao e transporte.

e Contacto com o medicamento antes e Pouca quantidade de pessoal
de farmacia comunitaria; farmacéutico;

e Aprendizagem do percurso do e A fungdo do farmacéutico em
medicamento antes de chegar a distribuicao grossista.
farmacia.

3.1.Pontos Fortes

A minha primeira experiéncia no estagio na Plural foi com o Gabinete de Atendimento
Personalizado (GAP). Aqui pude observar a relagao de proximidade que a Plural mantém com
as farmacias. Aqui os operadores conseguem auxiliar as farmacias em qualquer duvida que
tenham, qualquer reclamagao que queiram fazer ou informar de qualquer devolugao. Uma das
preocupacoes da Plural é que o maximo de chamadas sejam atendidas e de forma satisfatéria,
permitindo manter esta relagao.

No final do meu estagio tive a oportunidade de conhecer a Logistica Inversa (LI),
presente no momento ainda nas antigas instalagoes da Plural, responsaveis por encaminhar os

produtos danificados, as devolugdes ou as recolhas de volta para as industrias e laboratorios,

13



que por sua vez emite nota de crédito ou entao pode mesmo trocar por produtos com nova
validade. Esta representa uma mais-valia tanto para as farmacias clientes como para a propria
Plural permitindo a ligagao com a industria, mantendo assim uma boa relagao de confianca e
fidelizacao.

Dentro do armazém pude aperceber-me do nivel de automatizagao em todos os
processos realizados. O uso de sistemas eletrénicos, maquinas variadas, equipamentos de
radiofrequéncia, tapetes automaticos equipados de varios leitores de codigos de barras que
servem de checkpoints agilizam os processos de rececao de encomendas, arrumagao e
aviamento, reduzindo e evitando quaisquer erros humanos que possam ocorrer.

No meu ultimo més de estagio foi me proposto realizar duas tarefas diferentes para
além das que ja estava a realizar. A primeira era ajudar na catalogagao e identificagdo das
posicoes de reposicao. Na reposicao encontram-se todos os excedentes de produtos em stock
que sao transferidos para as suas respetivas posi¢coes quando é preciso repor o stock. Os
operadores conseguem fazer isto gragas aos aparelhos de radiofrequéncia quando o chefe de
armazém envia o pedido de reposicao. No aparelho aparece qual o produto a ser reposto, a
quantidade necessaria e a sua localizagao na reposi¢ao. Cada posi¢cao encontra-se identificada
com um cédigo que barras que os operadores necessitam obrigatoriamente de ler com o
aparelho para poderem avangar no processo.

A outra tarefa que realizei na Plural foi a verificagado manual de stock e validade dos
produtos nas ruas. As ruas sao uma das sec¢oes por onde os “baques” ou “banheiras” passam
no processo de aviamento de encomendas e onde se encontram grande parte dos produtos.
Com uma equipa de 7 pessoas fomos confirmando todas as posigoes dos produtos e o prazo
de validade, verificando que estes se encontravam arrumados de forma adequada. A arrumagao
segue a regra “first in, first out” (FIFO), ou seja, os produtos sao colocados por ordem
consoante a validade, sendo que os que possuem validade mais longa sao colocados atras dos
com validade inferior para permitir que estes sejam escoados primeiro. Esta tarefa é
importante para confirmar que todo o processo de recegao e arrumagao ocorre corretamente
e sem trazer prejuizos para a Plural, ajuda a propria empresa a ter um melhor controlo do
stock. Qualquer medicamento que fosse encontrado com um prazo de validade inferior a 4
meses era separado e direcionado para a LI para ser devidamente devolvido.

Devido a localizagao do armazém da Plural, tive a possibilidade de partilhar transporte

com um dos colaboradores, demonstrando a preocupagao e amabilidade desta equipa.



Aponto ainda o facto de a Plural disponibilizar refei¢coes a todos os seus colaboradores,

incluindo os estagiarios, como uma mais-valia para o meu estagio, permitindo relacionar-me

mais com toda a equipa e estabelecer uma melhor relagao de confianga com todos.

3.2.Pontos Fracos

Dentro das atividades realizadas por mim na Plural, poucas ou nenhumas foram as

aplicagcoes dos conhecimentos cientificos que adquiri ao longo do meu percurso académico.

As fungoes da DT recaem sobre:

Manter as BPD;

Monitorizar os movimentos de medicamentos psicotropicos, estupefacientes e
substancias quimicas;

Gerir os recursos humanos da empresa, garantindo a quantidade e qualidade
das pessoas capazes de realizar os processos da Plural;

Acompanhar os objetivos estabelecidos pela Plural;

Validar a entrada de qualquer material na Plural;

Realizar e acompanhar auditorias/inspegoes e tratar de qualquer nao
conformidade detetada;

Acompanhar todos os processos de recolha de produtos;

Esclarecer duvidas a nivel de condigdes comerciais e reclamacdes feitas a
empresa;

Relacionamento com entidades externas como Infarmed, DGAYV, ASAE.

Estas eram atividades que nao podia realizar, apenas compreender na teoria. Desta

forma nao me era possivel sempre acompanha-la ao longo dos dois meses de estagio. As

minhas tarefas resumiam-se a funcdes de arrumacgao e aviamento no armazém, tornando o

trabalho muito rotineiro e por vezes tornando-se desmotivante. Sendo que o tempo minimo

de estagio é dois meses, a quantidade de tarefas me permitidas realizar ajudaram a este

ambiente de rotina.

Aponto também que com este estagio, dentro do armazém o medicamento acaba por

ser considerado como mais uma mercadoria, a Unica diferenca estando nas condi¢oes

especificas de armazenamento, nomeadamente para os medicamentos de frio e os

psicotropicos. Esta desvalorizagao contribuiu também para a desmotivacao inicial do estagio.



3.3. Oportunidades

O meu estagio na Plural ocorreu antes do meu estagio em farmacia comunitaria, o que
permitiu familiarizar-me com varios medicamentos, conhecer diferentes laboratérios e até
mesmo relacionar nomes comerciais aos farmacos correspondentes, o que se tornou uma
mais-valia no seguinte estagio.

Durante o meu estagio tive a oportunidade de observar e auxiliar todo o percurso do
medicamento desde a sua chegada ao armazém até ao seu aviamento apos recegao de
encomenda por parte da farmacia. Devido a grande automatizagao do armazém todo o
processo consegue ser realizado rapida e eficazmente, melhorando a qualidade do servigo
prestado. Ao chegar ao armazém, a quantidade e dimensoes do medicamento sao introduzidas
no sistema colocando-o em stock. O sistema entao informa a quantidade a colocar no baque
que sera identificado pelo codigo de barras para ser transportado pelos tapetes automaticos
até aos locais correspondentes. Sendo que as posigoes para cada medicamento sao finitas, os
excedentes sao armazenados separadamente em reposigao para serem depois transportados
para as posi¢coes quando a sua quantidade diminui. Ao longo dos tapetes automaticos os
“baques” sao direcionados para as se¢oes correspondentes para os operadores, através dos
aparelhos de radiofrequéncia, arrumarem na posicao correspondente. Estes aparelhos e o
proprio sistema melhoram a produtividade do sistema e reduzem a quantidade de erros: na
arrumagao de medicamentos o operador tem que ler primeiro o baque para saber qual a
posi¢ao para arrumar, tem que de seguida ler o codigo de barras do produto, arrumar e por
fim ler o codigo de barras da posi¢ao que conclui a sua arrumagao. O chefe de armazém tém
acesso as encomendas que sao feitas pelas farmacias e € o que da inicio ao processo de
aviamento das encomendas através do computador. Iniciando o aviamento, o sistema
informatico identifica a quantidade de “baques” necessarios para cada encomenda e identifica-
os pelos codigos de barras correspondentes em cada. Os “baques” percorrem entao os
tapetes automaticos, equipados com multiplos leitores de codigos de barras antes de varios
checkpoints, sendo direcionados para as secgoes necessarias.

A primeira secgao é o A-frame, onde os operadores apenas carregam o aparelho com
multiplas embalagens de medicamentos em posigoes devidamente identificadas e este
automaticamente dispensa a quantidade necessaria para ser transportada para o baque. Uma
das principais preocupagoes desta secgao € garantir que as posigoes nao se esgotam de
medicamentos, o sistema é sensivel o suficiente para reparar quando isto acontece, havendo

um checkpoint mesmo apos esta secgao onde os “baques” que nao receberam as quantidades
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necessarias sao separados automaticamente mas o operador é que tem de ler e carregar o
baque manualmente com as faltas. Aqui pude aperceber-me de uma das causas de varias
devolugoes por parte das farmacias. Ao carregar o A-frame por vezes os medicamentos podem
encravar o que por vezes leva a danos nas embalagens. Estes danos podem apenas ser
estéticos, nao danificando os medicamentos, ou entao pode ser necessario devolver ou dar
quebra do produto.

A secgao seguinte sao as ruas onde o processo € semiautomatico. Estas ruas possuem
multiplas estantes todas com 6 andares que podiam ter multiplas posi¢oes, dependendo das
dimensoes dos produtos correspondentes. Os tapetes transportam os “baques” até as
por¢oes das ruas correspondentes aos produtos necessarios e aqui os operadores comegam
o processo de picking por ler o codigo de barras do baque através do aparelho radiofrequéncia,
que identifica o medicamento necessario, a sua posicao e quantidade necessaria; leem o codigo
de barras do medicamento e colocam-no no baque. Se a quantidade necessaria do mesmo
produto for superior a uma unidade, o operador tem que confirmar a quantidade manualmente
no aparelho para poder saber quais os produtos seguintes, se for apenas uma unidade, o
aparelho passa para o produto seguinte automaticamente apos leitura do codigo de barras do
produto. Quando terminam o picking do Ultimo produto leem o cédigo de barras do baque
para dar como terminado e para poder prosseguir para a sec¢ao seguinte.

De seguida os “baques” podiam ainda passar na sec¢ao do carrossel onde o tipo de
aviamento € o Picking To Tote (PTT). Aqui os medicamentos encontram se arrumados em trés
torres inacessiveis ao operador com multiplos “baques” distintos dos que sao entregues as
farmacias. Estes “baques” tém a particularidade de terem dimensoes diferentes dos restantes
e de poderem ser divididos em 2 ou 4 porgoes. Ao ser gerada uma guia de aviamento o sistema
automaticamente localiza e extrai o baque correspondente com os medicamentos das torres,
atravessando depois um curto tapete até chegar ao operador. Ai o sistema identifica com uma
luz vermelha qual das zonas contem o produto necessario e num ecra identifica a quantidade
necessaria retirar. O operador tem o baque onde vai colocar os produtos abaixo do baque de
onde os retira e entre estes o sistema projeta uma rede de infravermelhos, quantificando a
quantidade de produtos inseridos no baque.

A seccao de frio € distinta das restantes no sentido em que os “baques” que passam
nesta secgao Nao passam nas restantes, enquanto os que passam nas restantes podem passar
em mais que uma. Aqui o operador tem de ter um cuidado extra no processo de aviamento.
Como se tratam de medicamentos que precisam de ser armazenados em condi¢oes especificas

de temperatura (2-8°C), o operador coloca primeiro uma caixa de esferovite dentro do baque
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e dentro desta coloca uma a duas cuvetes congeladas consoante a quantidade de
medicamentos. O medicamento é colocado dentro de um saco de plastico para evitar que
este se danifique com o a condensagao formada a superficie das cuvetes a medida que estas

descongelam.

3.4. Ameacgas

A Unica funcdo que um farmacéutico pode exercer em distribuicao grossista de
medicamentos ¢ a de diretor técnico (2), limitando o envolvimento e nimero de profissionais
farmacéuticos neste sector. As fungdes do DT, como ja mencionadas no ponto 3.2. recaem
sobre temas pouco explorados no MICF, nomeadamente nas unidades curriculares: Gestao e
Garantia da Qualidade, Organizacao e Gestao Farmacéutica. Sinto que um maior
desenvolvimento e exposicao destes temas nas unidades curriculares atrairia um maior

numero de estudantes para este sector.
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4. Consideracoes Finais

O estagio na Plural foi o meu primeiro contacto com qualquer atividade do sector
farmacéutico desde o inicio do meu percurso académico. O facto de se tratar um dos sectores
pouco explorados nas unidades curriculares do MICF, fez com que tivesse um maior interesse
em entender e explorar esta area, razao pela qual decidi realizar este estégio.

Tendo comegado este estagio sem grande nogao do funcionamento de distribuicao
grossista, sinto que sai concretizado e enriquecido com esta experiéncia, nao apenas a nivel
profissional como a nivel pessoal. Saio com uma nogao e compreensao do percurso do
medicamento muito mais nitida e com das fungoes do farmacéutico a nivel deste setor.

A realizagao deste estagio e das tarefas nele envolvidas, antes do estagio em farmacia
comunitaria, revelou-se vantajoso, permitindo-me adquirir varias aptidoes e nogoes
necessarias ao bom funcionamento de qualquer empresa ou farmacia, como por exemplo a

regra do FIFO, verificagao de validades e a importincia de uma boa gestio.
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Parte 2- Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

“Ndo existem empresas. Ndo existem farmacias. Existem pessoas que fazem essas empresas e

farmacias.”

Capitolina Pinho



I. Abreviaturas e Siglas

BPF — Boas Praticas Farmacéuticas

CEDIME — Centro de Documentacao e Informagcao de Medicamentos da ANF
DT — Diretor(a) Técnico(a)

FC — Farmacia Comunitaria

FF — Farmacia Figueiredo

HC — Hidratos de Carbono

IAC — Immunization Action Coadlition

IMC — indice de Massa Corporal

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
PIM — Preparagao Individualizada de Medicamentos
PNV — Plano Nacional de Vacinacao

SPD — Sistema Personalizado de Dispensao

SPMS — Servicos Partilhados do Ministério da Salde
SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats

UNESCO - United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization
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2. Introducao

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) integra no seu ultimo ano
do plano de estudos a unidade curricular Estagio Curricular, sendo que a area de Farmacia
Comunitaria (FC) é a Unica area obrigatoria a realizagao desta unidade curricular, local
predileto para consolidar e adquirir novos conhecimentos e colocar em pratica todos os
conhecimentos adquiridos ao longo do curso. Isto demonstra toda a importancia desta area
para a formacao e fun¢ao farmacéutica.

Segundo as Boas Praticas Farmacéuticas (BPF) para FC, “O principal objetivo da
farmacia comunitaria é a cedéncia de medicamentos em condigdes que possam minimizar os
riscos do uso dos medicamentos e que permitam a avaliagdo dos resultados clinicos dos
medicamentos de modo a que possa ser reduzida a elevada morbi-mortalidade associada aos
medicamentos”, sendo o farmacéutico o profissional de exceléncia para tal. (1) E na FC que
na maioria das vezes ocorre o primeiro contacto do utente com um profissional de saude em
situagoes de questoes relacionadas com a saude. (2)

O farmacéutico como especialista do medicamento e agente da saude publica tem o
dever geral de “executar todas as tarefas que ao medicamento concernem, todas as que
respeitam as analises clinicas ou andlises de outra natureza de idéntico modo suscetiveis de
contribuir para a salvaguarda da saude publica e todas as agoes de educacao dirigidas a
comunidade no ambito da promocao da saude” (3).

Este relatorio consiste numa analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities and
Threats) do meu estagio realizado na Farmacia Figueiredo (FF) e teve inicio a 5 de margo e
término a |7 de julho, compreendendo um total de 798,5 horas, sendo orientado pela Dr.?
Capitolina Pinho.

Na FF tive o meu primeiro contacto com o mundo que é a FC, auxiliado e sob a “asa”
de uma equipa de exceléncia, atenta e disposta a formar qualquer estudante interessado na

sua area de trabalho.
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3. Analise SWOT

Tabela 2. Andlise SWOT referente ao estagio em Farmacia Comunitaria

e Localizagao e os seus utentes; e Primeiro contacto com farmacia
e Back Office; comunitaria;
e Equipa técnica; e Tempo reduzido de atendimento;
e Flexibilidade de horario; e Conhecimento limitado a nivel de
e Aprendizagem continua. Dermocosmética.
e Fitoterapia e homeopatia; e Localizagao da farmacia;
e Dieta Easyslim; e Medicamentos esgotados e rateados.
e Preparagao semanal de
medicamentos;
e Metodologia Kaizen;
e Desenvolvimento de soft skills.

3.1.Pontos Fortes

3.1.1. Localizacao e os seus utentes

A FF encontra-se desde 1928 na rua da Sofia, estando esta classificada como Patriménio
Mundial da Humanidade pela UNESCO em 201 3. Tratando-se de uma zona com alta densidade
de comércio e préxima de pontos turisticos torna esta localizagdo estratégica para uma
farmacia. A sua localizagao permitiu-me o contacto com uma elevada variedade de utentes,
desde os mais jovens aos mais idosos, turistas aos utentes habituais.

Apesar de estar exposta a uma heterogeneidade de clientes, a FF possui uma grande
quantidade de utentes fidelizados que recorrem regularmente desta para aviamento da sua
medicagao. Isto permite uma melhor familiarizagao e relagao para com o utente e
compreensao da sua medicagao habitual, melhorando a qualidade de atendimento.

A FF esta dividida em 5 pisos (Anexo 1), cada um deles de dimensoes reduzidas. No
piso -1 temos o Back Office, o piso 0 é o piso de atendimento, o piso | possui lineares de

exposicao e o local de medigao de parametros bioquimicos e fisiologicos, o piso 2 um WC e
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dois gabinetes de atendimento ao publico onde regularmente ocorrem as consultas de
podologia e nutri¢ao e por fim no piso 3 encontra-se o laboratério e o gabinete da DT.

A medicao de parametros bioquimicos e fisiologicos, nomeadamente a tensao arterial,
glicémia e valores de colesterol total e triglicéridos, realizada na farmacia permite por si um
maior contacto com o utente, levando a uma melhor relagao de confianga para com o
profissional de saude e, consequentemente, a sua fidelizagao.

A FF é aderente ao programa VALORMED e ao Programa de Troca de Seringas. O
primeiro trata-se de “uma sociedade sem fins lucrativos que tem a responsabilidade da gestao
dos residuos de embalagens vazias e medicamentos fora de uso”, reduzindo assim o impacto
destes residuos no ambiente, impedindo a acumulagao de medicamentos nas casas dos utentes
e consequentemente a automedicacao com estes. (4) O segundo foi iniciado pelos Servicos
Partilhados do Ministério da Satide (SPMS) e permite a troca de pelo menos um par de seringas
usadas por um kit que contem: 2 seringas, 2 toalhetes, 2 ampolas de 4dgua bidestilada, 2 carteiras
com acido citrico, 2 filtros, 2 recipientes e | preservativo. As seringas usadas sao recolhidas

diretamente para um contentor adequado que é recolhido mensalmente pela empresa

Ambimed. (5)

3.1.2. Back Office

O estagio na FF foi o meu primeiro contacto com os varios elementos de Farmacia
Comunitaria, entre eles o Back Office onde passei os primeiros meses do meu estagio. Aqui
ocorrem as atividades relacionadas com a rececio e verificagio de encomendas,
armazenamento e arrumagao, gestao de stocks, devolugoes e a preparagao de extemporaneos.

O tempo passado em Back Office foi ocupado a aprender todos os processos de
rececao de encomendas por parte dos trés armazenistas que fornecem a FF; reposigao dos
medicamentos nas gavetas correspondentes; arrumagao dos excedentes nos armarios e
verificacao de validades no inicio de cada més.

As encomendas feitas aos armazenistas sao feitas de duas maneiras: feitas a partir do
software Sifarma2000® aquando do atendimento por necessidade ou entio as “encomendas
diarias”, estas sendo verificadas pela Diretora Técnica (DT) ou farmacéutico adjunto antes de
ser enviada para os armazenistas. As duas principais horas de entrega de encomendas por
parte dos armazenistas sao logo de manha entre as 8:30h e as 9h e de tarde apds o almogo
entre as 3h e as 17:30h, sendo que as principais preocupagoes de Back Office nesses momentos

sao a recegao e arrumagao das encomendas devido ao espago limitado de Back Office e a
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separacao dos medicamentos referentes a dividas e reservas aos utentes que sao realizadas
em momentos de falta de stock.
A passagem pelo Back Office aquando do inicio do estagio e antes do atendimento ao
balcao tras diversas vantagens:
e Permite aos estagiarios familiarizarem-se com os principais medicamentos e
laboratérios com que a respetiva farmacia trabalha;
e Permite aos estagiarios familiarizarem-se com os locais de arrumagao dos
medicamentos, consequentemente facilitando a tarefa de atendimento ao balcao;
e Permite um maior contacto e familiarizagio com o programa Sifarma2000® num
ambiente mais controlado.
Mas acima de tudo, permite aos estagiarios perceberem a importancia do correto
funcionamento do Back Office para o bom funcionamento da farmacia em geral. Por exemplo,
medicamentos mal arrumados podem levar a erros de stock ou atendimentos demorados,

afetando por sua vez a qualidade destes.

3.1.3. Equipa técnica
A equipa técnica da FF é composta pela DT, um farmacéutico adjunto, um farmacéutico e dois
técnicos de farmacia. A farmacia conta também ainda com um nutricionista e de uma
podologista.

Quatro estudantes do MICF realizaram estdgio final na FF no ano letivo de 2017/2018,
sendo que eu fui dos Ultimos dois a comegar mais tarde. Este desfasamento entre inicios e
términos de estagio, considerando também os diferentes horarios de cada um, favoreceu o
desenvolvimento de cada um de nds, sendo que a medida que cada um iniciava o estagio, os
restantes podiam dedicar-se mais ao atendimento ao balcao.

Com o meu estagio prévio na Plural, sinto que qualquer empresa ou farmacia é tao boa
quanto a equipa que a constitui, facto que se verificou na FF. Uma das principais preocupagoes
dos membros desta equipa foi sempre garantir o bom desenvolvimento das nossas capacidades

e competéncias técnicas ao longo do estagio.

3.1.4. Flexibilidade de horario

Quando iniciei o estagio na FF encontrava-me a frequentar aulas de condugao, portanto
foi do meu interesse pedir autorizagao da DT para adaptar o meu horario para que pudesse
continuar a frequentar as aulas sem interferir com o meu estagio. As ultimas semanas de

estagio coincidiram com a época normal e de recurso de exames, ao qual tive de me ausentar
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para realizar dois exames. Situagao a qual a direcao técnica da FF foi extremamente

compreensiva.

3.1.5. Aprendizagem continua
A constante aprendizagem e desenvolvimento de capacidades ¢ algo fulcral para os
profissionais de saude, sendo um dos deveres do farmacéutico mencionados no Codigo
Deontolégico da Ordem dos Farmacéuticos: “o farmacéutico deve manter atualizadas as suas
capacidades técnicas e cientificas para melhorar e aperfeicoar constantemente a sua atividade,
por forma que possa desempenhar conscientemente as suas obrigacoes profissionais perante
a sociedade”. (3)
Ao longo do meu estagio na FF tive a oportunidade de assistir a varias formagoes, todas
elas promovidas por industrias ou laboratorios farmacéuticos, que contribuiram para o
desenvolvimento dos meus conhecimentos e capacidades.
Enumero de seguida as areas e entidades responsaveis pelas formagoes a que assisti:
e Contracecio e Pele promovida pela Gideon Ritcher®
e Olho Seco e Alergia Ocular promovida pela Bausch+Lomb®
e Veterinaria promovida pela Bayer®

e Dietética e Suplementagio promovida pela Advancis®

Sendo que esta dltima foi a mais relevante para o meu estagio na FF, desenvolvida no ponto
3.3.2.

A necessidade de recorrer a informacgao adicional relativamente a um medicamento ou
procedimento € uma mais-valia estimulada pela equipa técnica da FF, de forma a garantir a
nossa aprendizagem e melhores aconselhamentos. Em situagoes necessarias a equipa técnica
estimulou a nossa pesquisa em varias fontes, como por exemplo Farmacopeias, Prontuario
Terapéutico, Resumo das Caracteristicas do Medicamento ou ainda o Centro de
Documentagao e Informagao de Medicamentos da ANF (CEDIME).

Os conhecimentos a nivel de farmacia comunitaria sao desenvolvidos e aperfeicoados
ao longo do tempo, algo que se verificou com a equipa técnica da FF, que, tendo ja mais anos
de experiéncia, tinham também mais conhecimentos em mais areas (confirmar no ponto
3.3.1).

Aponto a aprendizagem continua como um ponto forte para a FF nao sé pelo nimero
e variedade de formagdes que tive a oportunidade de assistir, mas também pelos

conhecimentos adquiridos.
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3.2.Pontos Fracos

3.2.1. Primeiro contacto com farmacia comunitaria

Sendo que a realizagao de um estagio em FC é apenas obrigatério no segundo ultimo
ano de MICF, este periodo acaba por parecer insuficiente para poder desenvolver autonomia
em termos de atendimento e aconselhamento ao balcao, especialmente no inicio.

O meu primeiro contacto com o atendimento farmacéutico foi na FF, nunca tendo
antes realizado um estagio em Farmacia Comunitaria. Aponto isto como um ponto fraco meu
pois a minha pouca experiéncia e conhecimento limitado do programa Sifarma2000® afetou o

meu progresso em termos de atendimento.

3.2.2. Tempo reduzido de atendimento

Como ja mencionado anteriormente, eu iniciei o meu estagio na FF como um dos
tltimos estagiarios e um dos com mais horas a realizar, especificamente 796 horas. O
desfasamento entre datas de inicio de estagio e horas a realizar fez com que fosse o Ultimo
dos estagiarios a terminar o estagio. Isto afetou a minha prestagao a nivel de atendimento ao
publico visto ter realizado mais tarefas de Back Office por mais tempo.

Apesar do pouco tempo presente em Atentimento sinto ter conseguido evoluir e

adquirir/melhorar aptidoes e capacidades necessarias para um correto atendimento.

3.2.3. Conhecimento limitado a nivel de Dermocosmética

Ao longo deste estagio pude aperceber-me que os conhecimentos adquiridos na area
de Dermocosmeética ao longo do MICF nao foram suficientes. Esta trata-se de uma area cuja
procura é crescente e que requer um aconselhamento seguro. Por esta razao aponto o meu
conhecimento limitado de linhas de Dermocosmética e, consequentemente, no seu
aconselhamento, como um ponto fraco meu.

No entanto, destaco como ponto forte o conhecimento na area por parte da equipa
técnica e as atividades de dinamizagao por parte de marcas cosméticas que ocorreram na

duragao do meu estagio.
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3.3. Oportunidades

3.3.1. Fitoterapia e homeopatia

A FF permitiu-me o contacto com medicamentos homeopaticos e fitoterapia, areas em
que nao tinha grande experiéncia antes do estdgio. Estas alternativas terapéuticas demonstram
menos efeitos secundarios, apelando por vezes mais aos utentes idosos, criangas ou gravidas,
complementando as terapéuticas convencionais. O contacto com estes medicamentos
permitiu-me observar e contactar com o grupo de utentes que se dirigiam especificamente a
FF para aquisicio destes produtos. Destaco a procura do Flexidor®, que contendo extratos
de flor de Arnica montana e de raiz de Symphytum officinale, é bastante usado para situagoes de
dores musculares, sendo aconselhado em vez de Diclofenac Gel. O facto de se tratar de uma
pomada em vez de gel implica uma evaporagao mais lenta, permitindo ser usado em massagem,
que por sua vez ajuda no alivio de dores musculares.

Destaco o vasto conhecimento por parte da equipa técnica da FF nestas areas e a sua

disposicao para com os estagiarios na explicagao e ensino relativo a estes produtos.

3.3.2. Dieta Easyslim

Durante a realizacao do meu estagio ocorreu a introdugao na FF da dieta Easyslim, a
qual tive o prazer de realizar. Esta dieta foca-se na redugao alimentar e aquisicao de habitos
alimentares saudaveis auxiliada por um nutricionista onde siao retirados varios grupos
alimentares para serem depois progressivamente reintroduzidos e esta divida em 3 fases:
emagrecimento acelerado, emagrecimento continuado e manutencao.

Os utentes sao convidados a realizarem um rastreio gratuito onde um nutricionista
avalia diversos parametros nutricionais: peso, altura, IMC, massa magra, massa magra corporal,
gordura corporal, perimetro abdominal e a gordura visceral. Caso se demonstrem
interessados, os utentes comegam entao a primeira das 3 fases da dieta. Nesta fase ha uma
perda rapida de peso corporal devido ao corte repentino de hidratos de carbono (HC) e
aumento de consumo de proteinas de forma a induzir uso de gorduras como fonte de energia
pelo corpo. Nesta fase da dieta a nutricionista aconselha o uso de 3 suplementos diferentes:
um drenante para auxiliar a reduzir a retengao de liquidos que se verifica quando ha perdas
de peso, um multivitaminico para compensar os défices vitaminicos devidos as restrigoes
alimentares impostas e finalmente um protetor hepatico com principal constituinte a silimarina
extraida do Cardo Mariano, um composto conhecido por ser hepatoprotetor. Os utentes sao

seguidos pelo nutricionista através de consultas semanais onde se é verificado o peso corporal,
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perimetro abdominal e percentagem de gordura e massa magra corporal. A introdugao de HC
é progressiva e seletiva, comegando-se pelos alimentos com menor teor de HC. Isto permite
verificar os progressos na perda de peso apos a reintrodugao.

A segunda fase é marcada por uma perda de peso mais lenta. Aqui o suplemento
hepatoprotetor pode ser substituido por outro consoante as necessidades do utente.

Atingindo-se o peso pretendido e valores normais dos parametros medidos considera-
se o inicio da terceira e ultima fase da dieta. Nesta tera ja ocorrido a reintrodugao de todos
os grupos alimentares e tenta-se garantir uma boa reeducagao alimentar do utente, permitindo
manter o peso alcangado.

A participagao na formagao relativamente a dieta em si e os suplementos nela
envolvidos e a oportunidade de a experimentar por mim proprio, permitiu me um maior a
vontade com o tema e uma maior familiarizagdo com as gamas de produtos nela envolvidos,

sendo benéfico para os meus atendimentos e familiarizagao com os utentes da FF.

3.3.3. Preparacao semanal de medicacao

Segundo as BPF, o farmacéutico tem como principal responsabilidade “a salude e o
bem-estar do doente e do cidadao em geral, promovendo o direito a um tratamento com
qualidade, eficacia e seguranca” e deve “assegurar a maxima qualidade dos servicos que
presta”. (1) Segundo a portaria n.° 97/2018, a partir de Maio do presente ano, do conjunto de
servicos que podem ser prestados pelas farmacias, consta o servico de preparagao
individualizada de medicamentos (PIM). (6)

Assim, a equipa técnica da FF, através dos Sistemas Personalizados de Dispensao (SPD)
presta mais um servigo aos seus utentes. Este servico € adequado para utentes polimedicados,
com posologias complexas ou com limitagoes a nivel de autonomia em relagao a toma da
medicagao, desta forma facilitando e garantindo a correta toma desta.

Os SPD permitem o reacondicionamento da medicagao hermeticamente, estando
devidamente identificada a data de preparagao, a semana destinada a toma e o utente a que se
destina. Nos SPD os medicamentos encontram-se separados em compartimentos
individualizados e devidamente selados, pelos 7 dias da semana nos 4 principais momentos de
toma: pequeno-almogo, almogo, jantar e deitar (confirmar no Anexo 2). Caso os momentos
de toma dos utentes fossem distintos destes 4, seriam devidamente retificados e identificados
manualmente no proprio SPD.

A PIM na FF segue a norma n°® 00-NGE-00-001-00 — R8. (7)
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3.3.4. Metodologia Kaizen

Na FF encontra-se implementada a metodologia Kaizen que tem como objetivo a
melhoria continua.

Tendo tido inicialmente contacto com esta metodologia através de palestras da
Academia Glintt®, a responsavel pela implementa¢io desta metodologia na FF, incitou em mim
o interesse pelas possibilidades que esta metodologia pode trazer a qualquer empresa,
farmacia ou até mesmo a nivel pessoal. Esta metodologia trata-se por identificagio dos
problemas, desenvolvendo solugdes até sua resolugao, funcionando apenas com o
envolvimento de toda a equipa. Os procedimentos de correta arrumagao do Back Office,
verificacao das encomendas, a sua arrumacao em locais devidamente identificados, a
comunicagao entre equipa, a gestao e organiza¢ao da informagao sao algumas das aplicagoes
da metodologia Kaizen

Na FF, pude auxiliar e participar nesta metodologia a nivel de gestao e organizagao da

informagao por elaboragao e retificagao das tabelas individuais para PIM.

3.3.5. Desenvolvimento de soft skills

Durante o meu estagio tive a oportunidade de demonstrar e desenvolver varias soft
skills: comunicagao, gestao e organizagao de informacao, criatividade, trabalho de equipa e
conhecimentos de informatica.

No 5° ano de MICF frequentei a unidade curricular opcional de Tecnologia da
Producao de Vacinas e Adjuvantes. A pedido da DT elaborei com a minha colega de estagio
Ana Nascimento, um questionario base a ser realizado ao utente antes da administracao de
uma vacina nao presente no Plano Nacional de Vacinagao (PNV) como a vacina da gripe (anexo
3), um dos atos permitidos realizar em farmacia segundo a portaria 1429/2007. (8) Este foi
elaborado com base no questionario disponibilizado pela Immunization Action Coalition (IAC)
para vacinagao em adultos. (9)

Tive na FF a oportunidade de progressivamente elaborar e melhorar as tabelas
necessarias aquando da preparagao dos SPD e também de elaborar uma tabela resumo de
medicamentos homeopaticos, contribuindo para a metodologia Kaizen.

Tive também a oportunidade de explorar as minhas capacidades a nivel de
conhecimentos de informatica e fotografia para campanhas de marketing para determinadas
ocasioes:

e Producao de tabelas para preenchimento relativamente as animagoes de

Caudalie®; René Furterer®e Frezyderm®;
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e Elaboragao de ficheiro de Google Sheets Online para insergao e quantificagao de
quantidades de medicamentos necessarios para SPD de cada utente a ser realizado por
semana.

e Fotografia para o Sorteio Dia da Mae (Anexo 4);

e Publicidade desconto Eucerin® (Anexo 5);

e Publicidade promogao Colilen® (Anexo 6);

e Publicidade oferta Caudalie® (Anexo 7);

e Imagens para linear dedicado a produtos intimos (Anexo 8).

3.4. Ameacgas

3.4.1. Localizacdo da farmacia

Pela mesma razao que tornam a sua localizagado um ponto forte para a FF, também
pode ser considerado uma ameaga devido 4 concorréncia existente, nomeadamente o elevado
numero de farmacias e locais de venda de MNSRM na baixa de Coimbra.

A existéncia de um elevado nimero de farmacias concorrentes na sua proximidade
requer uma diferenciagao e destaque da FF, de forma a atrair um maior nimero de utentes.
A sua equipa técnica, os servigos prestados, campanhas publicitarias realizadas, distintas
marcas exploradas sao algumas das caracteristicas que permitem a FF distinguir-se das
restantes.

O aumento de locais de venda de MNSRM desde o langamento do decreto-Lei
134/2005 de 16 de agosto revelou-se uma nova concorréncia para as farmacias e
farmacéuticos, fornecendo aos utentes mais um local de aquisicio de medicamentos sob
regime de pregos livre desde que o local cumpra os requisitos legais e regulamentares. Estes

locais nao necessitam obrigatoriamente de farmacéuticos, podendo possuir apenas técnicos

de farmacia. (10)(11)(12)

3.4.2. Medicamentos esgotados ou rateados

Uma das principais preocupagoes em qualquer farmacia é conseguir responder as
necessidades dos seus utentes. Infelizmente isto torna-se dificil quando existem medicamentos
esgotados, quando ha rotura no laboratério, ou quando estes se encontram rateados, quando
as quantidades nos armazenistas sao muito escassas. Estas situagoes podem até afetar o

proprio atendimento devido a mentalidade dos consumidores atuais.
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4. Casos Praticos
4.1. Tratamento de ferida aberta

Utente de sexo feminino entre os 60-65 anos dirige-se a farmacia com o intuito de
comprar uma bisnaga de Fucicort®. Ao questionarmos relativamente a necessidade do
medicamento a utente explica que tem uma ferida aberta na perna que se encontra
ligeiramente inchada e avermelhada e que tinha sido aconselhada por uma amiga para usar o
Fucicort® mas que entretanto ji tinha acabado uma bisnaga que lhe foi emprestada por
aplicacao repetida ao longo dos dias.

Como o Fucicort® tem betametasona na sua composi¢io, um corticosteroide, o seu
uso continuado e a longo prazo devera ser evitado, algo que foi devidamente informado a
utente. (13)

Aconselhou-se o a limpeza da ferida com antisséptico e o uso de Fucidine® Pomada
2%. O seu principio activo ¢ o acido fusidico, um antibacteriano indicado para tratamento de

infecoes localizadas na pele, devendo ser aplicado duas a trés vezes por dia. (14)

4.2. Obstipacao
Utente do sexo feminino entre os 25-30 anos dirige-se a farmacia para comprar
Dulcolax® comprimidos devido a obstipacido que sentia. Questionei primeiro relativamente a
duragao da sintomatologia e se sofria de alguma doenca intestinal ao qual a utente afirmou

I”

apenas que a sintomatologia tinha ja a duragao de 5 dias mas que “era algo normal” para si e
que usava Dulcolax® regularmente.

Comecei entio por desaconselhar o uso de Dulcolax®, pois, tratando-se de um laxante
de contacto, atua por irritagao da mucosa intestinal apos hidrolise no intestino grosso e o seu
uso continuado pode levar a desidratagao por perda intestinal de fluidos. (15) Aconselhei
primeiro uma maior ingestao de liquidos e de alimentos ricos em fibra. Aconselhei entao o
uso de Melilax® adulto, que estimula a defecagio, amolecimento das fezes e protegio da
mucosa, diminuindo assim a sensacao de desconforto e sem irritar a mucosa. Isto deve-se a
sua composicao em mel num complexo de monossacarideos, polissacarideos e melanoidinas,
o PROMELAXIN® (16) Aconselhei também o uso de Sollievo® comprimidos a base de plantas,
que tem na sua composi¢ao principalmente folhas de Cassia angustifolia (Sene), raiz de
Taraxacum officinale (dente-de-leao), suco de Aloe ferox (aloé) e Foeniculum vulgare (funcho),
plantas conhecidas por ajudarem na regulagao do transito intestinal sem causar habituagao e
com menos riscos de interagoes. (17) Aconselhei a utente a tomar 2 comprimidos a noite até

a situagao melhorar.
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5. Conclusoes

Nao tendo realizado nenhum estagio em FC previamente ao que realizei na FF, posso
dizer que me encontro mais que satisfeito com o meu tempo passado sob a sua algada. Aqui
pude conciliar os conhecimentos adquiridos nas 57 unidades curriculares realizadas ao longo
de 5 anos de curso. A importancia da FC, as atividades nela praticada, e os profissionais de
salide sao uma mais-valia para a sociedade e a satde publica.

Senti que a todos os momentos, com a ajuda e conhecimentos passados pela equipa
técnica, tive uma aprendizagem e desenvolvimento constante, tanto a nivel técnico como a
nivel pessoal.

O contacto com Back Office permitiu-me adquirir capacidades e nogoes de organizagao
e gestao de farmacia e a sua necessidade para o funcionamento da mesma.

O contacto com o utente e oportunidade de demonstrar e desenvolver as capacidades
adquiridas ao longo do curso nao teriam sido possiveis sem a realizacdo deste estagio.
Conseguir-me adaptar as necessidades dos utentes, esclarecer as suas questoes e aperceber-
me que estes ficavam satisfeitos com o atendimento foram pequenas vitorias que ajudavam a
ultrapassar os obstaculos e ameagas que apareciam e que me permitiram ver com os meus
proprios olhos a importancia do farmacéutico para o publico. Com isto sinto que saio deste
estagio mais confiante em mim mesmo e nas minhas préprias capacidades.

Termino com um agradecimento a Dr.* Capitolina Pinho e a toda a sua equipa técnica
pela sua amabilidade, paciéncia e confianga depositada em mim e todos os meus colegas que
realizaram o seu estagio na FF. Os conhecimentos ai adquiridos sao os que nos guiarao no

nosso futuro profissional.
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7. Anexos

7.1. Anexo | - Disposicao da Farmacia Figueiredo

Piso 3 Gabinete da DT e laboratério de preparacao de medica¢ao semanal

Piso 2 WC e gabinetes de Podologia e Nutricao

Piso | Lineares de exposicao e

Medicao de parametros biolégicos e fisiologicos

Piso 0 Atendimento

Piso -1 Back office
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7.2. Anexo 2 - SPD

7.2.1. SPD por preencher

7.2.2. SPD Preenchido
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7.3. Anexo 3 - Questionario de vacinas

Nome do utente:
|dade: Sexo:

SM  NAO OUTRA INFORMACAO RE

Esteve doente recentemente?

Tem alguma doenca {como: diabetes, asma,
anemia, cardiovascular,  pulmonar.  renal

cancro, leucemia, VIH/SIDA)! Qual?

Tem alergias (a medicamentos ou a alimentos)!

Se sim, a qué!

Tem alergia 2 proteina do ovo!

Teve alguma vez uma reagio grave apos

receber uma vacina!

Recebeu recentemente uma transfusio

sanguinea ou produtos derivados do sangue!

Esed grivida ou planeiz engravidar no

proximamantal

Esta a amamentar!

Tem algum registo de Sindrome de Guillian-
Barre?

Recebeu alguma vacina no dltimo més? Qual?

‘Que medicamentos/tratamentos tomou nos ultimoes 3 meses?

7 razdes da vacinagio segundo a Organizagio Mundial de Saide: “as vacinas
salvam vidas”, “a vacinagdo é um direito bésico de todos os cidadios”, “os surtos
de doengas evitivels pela vacinagdo sdo alnda uma séria ameaca para todos™, “as
doengas podem ser controladas e eliminadas”, a vacinagio € custo-efetiva”, “as
criancas dependem do sistema de saide dos respetivos paises para terem acesso

"ou

A vacinagdo gratuita ¢ scgura”, “todas as criangas devem ser vacinadas”.



Para ajudar os profissionais de salde da FF a tomarem uma decisic sobre a

administragic ou ndo das vacinas que nio se encontram no Plano Nacional de
Vacinagido ou que cuidados devem destacar para os utentes, segue abaixo a andlise que
deve ser feita do questiondric acima apresentado, tendo por base o artigo Screening

Checklist for Contraindications to Vaccines for Adults patients.

«Esteve doente recentemente!» Ter em atengio para todas as vacinas que se a
pessoa estiver muito doente ou a tomar antibiticos, deve aguardar-se que o utente

melhore para ser possivel a administracdo da vacina.

«Tem alguma doenca (como: diabetes, asma, anemia, cardiovascular, pulmonar,
renal, cancro, leucemia, VIH/SIDA)? Qual’» Para a vacina contra o
sarampo/papeira/rubéola deve ter-se em consideragio a presenca de trombocitopenia
‘ou purpura trombocitopénica. Para a vacina intranasal viva atenuada contra a Influenza
ndo se conhecem bem as contraindicagdes, pelo que deve haver um cuidado acrescido.
Todas as vacinas vivas (vacina intranasal viva atenuada contra a Influenza. vacina contra
© sarampo/papeira/rubéola, vacina contra a varicela e a vacina viva contra o Herpes-
Zoster) estio contraindicadas em imunodeprimidos. Em adultos com linfécicos T
auxiliares diminuidos é recomendada a vacina contra o sarampo/papeira/mibéola, hem

como a vacina contra a varicela,

«Tem alergias (a medicamentos ou a alimentos)? Se sim, a qué?» Verificar qual a
composicdo das vacinas e se contém a substincia a que o utente € alérgico. Se o
utente teve uma reagdo anafilitica derivada do litex, as vacinas que contenham litex
Ou estejam em contacto com este estio contraindicadas, exceto se a reagao for

exclusivamente local.
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«Tem alergia 4 proteina do ovo?» Ter em atengio para todas as vacinas que possam
ser produzidas em ovo, como a vacina atenuada intranasal contra a Influenza, o facto
de existirem pessoas que podem ser alérgicas a proteina do ovo. Se teve uma alergia
grave a proteina do ovo ou que envolveu hospitalizagao, a vacina deve ser administrada

numa unidade de saide.

«Teve alguma vez uma reacao grave apos receber uma vacina?» Em caso afirmativo,

deve haver uma precaugio acrescida para qualquer vacina.

«Recebeu recentemente uma transfusio sanguinea ou produtos derivados do
sangue’» Se a transfusdo sanguinea tiver ocorrido no Ultimo ano convém verificar se
existe ou nao contraindicagdo, em especial ter em consideragao as vacinas vivas como
(vacina intranasal viva atenuada contra a Influenza, vacina contra ©
sarampo/papeira/rubéola, vacina contra a varicela e a vacina viva contra o Herpes-

Zoster).

«Estd grivida ou planeia engravidar no proximamentel»/«Estd a amamentar?» Ter
em atencio que as vacinas vivas (vacina contra © Papiloma Virus Humano. vacina
intranasal viva atenuada contra a /nfluenza, vacina contra © sarampo/papeira/rubéola,
vacina contra a varicela e a vacina viva contra o Herpes-Zoster) nio devem ser
administradas uma més antes do inicio da gravidez ou durante a mesma, uma vez que
pode haver a transmissao do virus para o feto. Jd as vacinas inativadas contra © virus
Influenza € a vacina contra © tétano/difteria/tosse convulsa sao recomendadas durante

a gravidez.
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«Tem algum registo de Sindrome de Guillian-Barré?» Quando o utente teve um
episodio de Sindrome de Guillian-Barré 6 semanas apds a toma da vacina do toxoide
do tétano, na toma subsequente deve ser administrada a vacina contra ©
tétano/difteria/tosse convulsa em vez da primeira; no caso da vacina intranasal viva
atenuada contra a Influenza ou da vacina inativada contra o virus Influenza, se esta
sindrome ocorrer até 6 semanas apés a administragio, devemos optar pela vacina

inativada contra o virus Influenza, caso se verifigue que o beneficio € superior ao risco.

«Recebeu alguma vacina no Gltimo més? Qual?» (vacina intranasal viva atenuada
contra a Influenza, vacina contra o sarampo/papeira/rubéola, vacina contra a varicela,
vacina contra a febre amarela, a vacina viva contra o Herpes-Zoster)» Caso alguma
destas vacinas tenha sido tomada hd menos de 4 meses, deve esperar-se. As vacinas
inativadas podem ser tomadas em simultineo ou, entio, deve aguardar-se pelo menos

| més entre tomas.

«Que medicamentos/tratamentos tomou nos ultimos 3 meses?» Todas as vacinas
vivas (vacina intranasal viva atenuada contra a [Influenza, vacina contra ©
sarampo/papeira/rubéola, vacina contra a varicela e a vacina viva contra o Herpes-
Zoster) devem ser tomadas apds 3 meses da Gltima toma de qualquer medicamento

imunossupressor, nio obstante verificar-se caso a caso a sua eventual contraindicagao.
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7.4. Anexo 4 - Fotografia Dia da Mae
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7.5. Anexo 5 - Publicidade Eucerin®

Eucerin

{

DES COINIRE
ANTI-IDADE

O NA COMPRA DE
o 1 PRODUTO

O NA COMPRA DO
O 2° PRODUTO

_1THl

e

Eucerin’

A
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7.6. Anexo 6 — Publicidade Colilen®

Colite?

Um intestino irritavel
6 um intestino em dificuldade

-

— P :
y ‘
L= *Na compra de uma embalagem de Colilen 96 capsulas recebe outra de oferta.
19

Campanha valida até 25 de Maio de 2018. Limitada ao Stock existente.

Colilen

Para o tratamento da sindrome

do intestino irritavel caracterizada
por dor, inchaco abdominal
e irreqularidade intestinal
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7.7. Anexo 7 - Publicidade Caudalie®

v

-

-
-

CAUDALIE

CAUDALIE

CAUDALIE
CAUDALIE

2

Na compra de um cuidado
de rosto oferta de
um desmaquilhante!
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7.8. Anexo 8 - Linear produtos intimos
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Parte 3 — Cytochrome P450 Involvement with the Brain



Resumo

As substancias estranhas ao organismo (xenobiéticos) sao eliminadas através de processos
de metabolismo e excre¢ao. A sua metabolizagdo no figado permite que se tornem mais
hidrofilicas e aptas para excregao. O sistema citocromo P450 (CYP450) é uma superfamilia de
enzimas responsaveis por reacoes de fase | de compostos endogenos e exdgenos. Sao
holoenzimas monooxigenases, compostas por uma apoenzima e um cofator nao proteico, que
atuam inserindo um atomo de oxigénio nos seus substratos. Para algumas substancias isto é
suficiente para serem excretadas, enquanto outras necessitam ainda de sofrer reagoes de fase
2. Estas reagoes sao realizadas por outras enzimas através da conjugagao dos metabolitos com
grupos funcionais, originando metabolitos inativos.

As CYP450 apresentam multiplas isoformas, o que permite a metabolizagao de varias
substancias. Estas enzimas podem sofrer processos de indugao, ativagao e inibigao, que por
sua vez podem levar ao desenvolvimento de tolerancias a farmacos, ou potenciar os seus
efeitos.

Para além do figado, estas enzimas foram também detetadas noutros locais do organismo,
como a barreira hematoencefalica e o cérebro, embora em concentracées menores.

Estudos recentes permitiram estabelecer uma relagao entre estas enzimas e ao
desenvolvimento e/ou tratamento de doengas neurodegenerativas.

Esta monografia explora informacao relativamente a presenca, distribuicao e regulagao
destas enzimas no cérebro e o seu envolvimento em doencas neurodegenerativas como a

doenga de Parkinson e a doenga de Alzheimer.

Palavras-chave: CYP450, cérebro, doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, farmacos,

inibicao, inducao.
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Abstract

Foreign substances in our organism (xenobiotics) are eliminated through metabolic and
excretory processes. Metabolism in the liver enables substances to become more hydrophilic
before excretion. Cytochrome P450 (CYP450) enzymes are a superfamily responsible for
phase | reactions in the metabolism of endogenous and exogenous compounds. These
enzymes are holoenzymes, composed by an apoenzyme and a non-proteic cofactor, and are
monooxygenases, meaning that they act mainly by inserting one atom of oxygen into their
substrates. This is sufficient for some substrates to undergo excretion, but others may have
to go through phase 2 reactions. Those reactions are carried out by other enzymes through
the conjugation of metabolites with functional groups, in order to create inactive metabolites.
CYP450s present multiple isoforms, allowing them to metabolize different substances. They
can undergo induction, activation or inhibition through several mechanisms, which may lead
to drug tolerance or enhanced pharmacological effects.

In addition to the liver, these enzymes have also been found in other sites, such as the
blood-brain barrier and the brain, although at much lower concentrations.

Recent studies have established a relation between these enzymes and the development
and/or treatment of neurodegenerative disorders.

This monograph explores data relevant to CYP450 regulation, presence and distribution in
the brain and also its involvement in neurodegenerative disorders such as Parkinson’s disease

and Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, brain, CYP450, drugs, induction, inhibition, Parkinson’s

disease.
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Abbreviations

ABC — ATP-binding cassette

AD — Azheimer’s Disease

ADH — Alcohol dehydrogenase

AhR — Aromatic hydrocarbon receptors

AhRE — Ah-receptor regulatory elements

AB — Amyloid 8

CAR — Constitutively androstane receptor

cDNA — Complementary deoxynucleic acid

CYP450 — Cytochrome P450

HIV — Human Immunodeficiency Virus

ICV — Intracerebroventricular

MPP* — |-methyl-4-phenylpyridinium

MPTP — I-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
mRNA — Messenger ribonucleic acid

NADPH — Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NAPQI — N-acetyl-p-aminobenzoquinone

PBREMs — Phenobarbital-responsive enhancer modules
PD — Parkinson’s Disease

POR — NADPH-CYP450 reductase

PXR — Pregnane X receptor

RTF — Receptor transcription factors

RXR — Retinoid X receptor
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|. Introduction

Humans contact with a variety of substances foreign to the human body (xenobiotics) every
day and all are eliminated by excretory processes. The duration and method of excretion
depend on the chemical composition of the substance, which can be nutrients, necessary for
the proper organism functioning; or foreign substances, such as chemicals and drugs, with
therapeutic or recreational use.'

Xenobiotics may accumulate in tissues, leading to harmful consequences to the organism,
hence the need for eliminatory processes and associated systems, namely the hepatic system,
the urinary system and the lungs (highly volatile substances).> Hydrophilic substances can be
easily excreted by these systems but most drugs have a tendency to be hydrophobic, which
enables them to cross the lipid bilayers of cell membranes, promotes plasma protein binding
and hampers their excretion by the kidneys, thereby leading to a longer half-life. These
substances need to undergo metabolism (catabolism, the breakdown of substances and
anabolism, the build-up) by specific enzymes that turn them into more polar and hydrophilic
compounds (metabolites).>® Metabolic enzymes can mediate one of two reaction categories:
phase | and phase 2 reactions. Phase | reactions are degradative reactions and usually
introduce or expose a functional group in the molecule, whereas phase 2 reactions are
synthetizing reactions that conjugate the metabolite formed after phase | reactions with
certain components (e.g.: sulfate, acetyl, glucuronic acid). Amongst phase | reaction enzymes
is the cytochrome P450 (CYP450) superfamily, a monooxygenase system, and one of the most
important and vast family of holoenzymes, responsible for the oxidation of a large quantity of
substances. '

This monograph explores CYP450 regulation, data relating to their distribution in human
brain and their influence in neurodegenerative disorders, specifically Parkinson’s disease (PD)

and Alzheimer’s disease (AD).
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I.1.Functions, locations and families

The liver is the main organ responsible for metabolic reactions, harboring the majority of
metabolizing enzymes in the body. Nevertheless, other organs besides the liver, such as the
lungs, kidneys, gastrointestinal tract (i.e.: intestinal flora) and brain, exhibit metabolizing
activity.'” Metabolizing enzymes, including CYP450 enzymes, are mostly, but not only, found
rooted into the endoplasmic reticulum (ER) membranes of tissue cells that display metabolizing
activity.” In the liver, CYP450s are mostly located near the central vein, presumably due to
evolutionary reasons, in order to ensure a better defense against hepatotoxic compounds.*

CYP450 enzymes are a superfamily of hemeproteins with multiple isoforms, mainly
responsible for the oxidation, but also for the N-dealkylation, O-dealkylation, deamination
(amongst others) of substrates’, with the help of O, that binds to iron in the heme group,
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) and NADPH-CYP450 reductase
(POR) that provides H" (Equation 1).

RH + O, + NADPH + H* » R-OH + H,0 + NADP* (1)

Following substrate binding to CYP450, reduction of the heme iron from the ferric state
(Felll) to the ferrous state (Fell) occurs after a single electron from POR is introduced. It is at
this stage that CYP450 can bind and reduce its substrates. Substrate binding changes ferric
iron’s spin state from low to high, making reduction easier to occur. Afterwards, an O,
molecule binds to the heme iron in the ferrous state, giving an electron to CYP450 and forming
the ferric-bound superoxide anion (Cys—FelllO*"). This stage is followed by the addition of a
second electron from POR, forming the supernucleophilic ferriperoxo intermediate
(—Cys—FelllO™). In the next step, the addition of a proton (H") converts the supernucleophilic
ferriperoxo intermediate into the ferrihydroperoxy intermediate (—Cys—FelllOOH). This is
succeeded by the addition of a second H*, with the release of water, forming compound |, an
iron IV-oxo porphyrin radical cation species, responsible for most of CYP-catalyzed reactions.
In the final steps of the catalytic cycle, O, from compound | is transferred to the substrate
(RH) to form a metabolite (ROH), which is then released. Lastly, the CYP450 enzyme returns

to its resting ferric state (Felll) (Figure ).}
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Figure |. CYP450 catalytic cycle. Adapted from Casarett and Doull's toxicology: The basic
science of poisons.’

CYP450 enzymes are holoenzymes composed by an apoenzyme, the protein portion of the
enzyme, and a cofactor, which in this family is the prosthetic heme group.* They also play an
important role in the synthesis of several endogenous substances, the only difference being
that these CYP450s are substrate-specific, unlike the CYP450s that metabolize xenobiotic
compounds.' The latter can metabolize several different substances due to the existence of
multiple isoforms that possess large substrate binding areas, capable of attaching to the
substrate at more than one position. This allows flexibility and variability for these enzymes to
metabolize multiple substances. However, despite being capable of this, these enzymes are
also slower, which translates into a lower turnover number, only compensated by the elevated
number of enzymes expressed by the organism.'

The designation CYP450 comes from the distinctive spectral properties that these enzymes
exhibit. At 450nm, the reduced form of CYP450 enzymes (Fell-CO complex) creates peaks of

absorption creating a pink compound. **
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Table 1. CYP450 nomenclature, using CYP3A4 as example. The gene encoding the respective
CYP450 is written in italic, i.e. CYP3A4.

CYP 3 A 4

Cytochrome | Family | Sub-Family | Gene

The enzymes of the CYP450 superfamily are distinguished by their amino acid sequences,
the similarities between which classify them in families and subfamilies (40% and 70%,
respectively)® and influence their inhibitors, inducers and the reactions they partake in. There
are a total of 57 subfamilies and 18 families for CYP450s in humans’, but only the families I, 2
and 3 are involved in drug metabolism, with the following being the most well-known to
metabolize xenobiotics: CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2CI9, CYP2D6, CYP2EI, CYP3A4 and CYP3AS. Subfamilies |A, IB, 2A, 2B and 2E are
mostly involved in the activation of protoxins, whilst subfamilies 2C, 2D and 3A mediate drug
metabolism, with CYP3A4 being the most expressed in the liver and implied in the metabolism
of almost half of all clinically used drugs. The remaining CYP450 families are involved in the
synthesis and metabolism of endogenous compounds, such as cholesterol, bile acids, fatty acids

and steroid hormones.'?

1.2. CYP450 modulation
1.2.1. Induction and activation

According to LIN®, induction is seen as an “adaptive response that protects the cells from
toxic xenobiotics by increasing the detoxification activity”. Some substances, after repeated
exposure, induce CYP450s by one of two ways: increasing the rate of synthesis, by increasing
gene transcription; or decreasing the rate of degradation (e.g.: troleandomycin inducing
CYP3A4 and ethanol inducing CYP2EI®). By inducing CYP450s, these substances increase not
only their own metabolic rate but also the metabolism of other drugs or endogenous
substances. This does not necessarily lead to beneficial consequences since some drugs,
namely prodrugs, need to be metabolized to reach their active form, or, as mentioned, some
metabolites may be more reactive, leading to higher toxicity.> Additionally, a loss of efficacy of
multiple drugs can occur, due to the development of tolerance. This includes oral
contraceptives, immunosuppressants and anti-epileptics, such as carbamazepine. Initially, lower
doses are used since liver enzymes are not yet induced, and then the dose is slowly increased
throughout the following weeks, when induction begins to settle.”

Induction by increased gene transcription starts with the activation of receptor

transcription factors (RTF) by substrate interaction. Amongst the RTF responsible for CYP450
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inductions are the aromatic hydrocarbon receptors (AhR), the constitutively androstane
receptor (CAR) and the pregnane X receptor (PXR)."'*""

The induction mechanism of CYPIAI is one of the most well studied and understood: the
inducer binds to the AhR in the cytosol and is transported into the nucleus; the conjugation
between the receptor and its nuclear receptor creates a heterodimer that interacts with
xenobiotic-responsive enhancers in the CYPIA genes known as Ah-receptor regulatory
elements (AhRE); this leads to a higher transcription of CYPIA genes and consequently,
increased protein production.®'""'? For instance, omeprazol, a proton- pump inhibitor, is also
able to induce CYPIA enzymes in humans, not by directly binding to the Ah receptor but by
interacting with its ligand-binding domain after being decomposed by gastric acid into a
sulfonamide metabolite."

Antiepileptic drugs, such as carbamazepine and phenobarbital, have been shown to greatly
induce several CYP450 isoforms from different subfamilies (1A, 2A, 2B, 3A mostly). CYP450
induction by phenobarbital starts with the activation of promoter regions, the phenobarbital-
responsive enhancer modules (PBREMs) by the heterodimer formed by the CAR and the
nuclear retinoid X receptor (RXR) after phenobarbital interaction. It is then translocated from
the cytosol to the nucleus to initiate transcription. *'"'?

Soon after the start of its use, the antibiotic rifampicin was identified as a CYP450 inducer,
mainly of the CYP3A subfamily. The half-lives of certain drugs such as oral contraceptives,
anticoagulants and immunosuppressants were shown to have decreased after rifampicin use."*
This induction mechanism starts with rifampicin binding to PXR, a receptor known for having
multiple ligand binding pockets, and activating it. The complex is translocated into the nucleus
where it undergoes dimerization to form a heterodimer with RXR. This heterodimer is then
able to bind to CYP3A genes in their promoter region to activate its transcription (figure
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Figure 2. CYP3A induction by rifampicin. Adapted from Chen et al;"®
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Chronic ethanol consumption has shown to induce CYP2EI by increased messenger
ribonucleic acid (MRNA) expression levels and by reducing its degradation rate via protein
stabilization, a po st-transcriptional induction mechanism.'*'*'” This second mechanism works
by protecting the enzyme from being degraded after substrate conjugation via the ubiquitin
proteasome pathway, mediated by cAMP-dependent phosphorylation.'®'” Acetaminophen, an
antipyretic and analgesic drug, is extremely hepatotoxic at doses higher than 4000mg. At these
doses, 90% of it is conjugated into substances that are easily eliminated through the kidney.
The remaining 10% are metabolized by CYP450 (including CYP2EI) into one of its reactive
metabolites, N-acetyl-p-aminobenzoquinone (NAPQI). After glutathione (GSH) depletion,
NAPQI accumulates and is conjugated with other groups and macromolecules, ultimately

increasing its toxicity.' >

CYP2EI activity increased after its induction by chronic ethanol
consumption, leads to a faster decrease in GSH levels and consequently, higher levels of toxic
substrates.”'

Activation of enzymes, unlike induction, happens much faster without the use of multiple
doses, while effectively having the same end result. Activators act by enhancing the limiting
steps in the catalytic cycle: substrate binding, electron transfers, oxygen activation, conjugation
of activated oxygen with substrate and metabolite release?, thereby successfully enhancing the
rate of the enzyme catalysis. Since activation is rare in vivo, its mechanisms still aren’t
completely understood.”” Hypothetical mechanisms involve destabilizing the enzyme-product
complex, enhancing POR’s activity, allosteric effects upon substrate conjugation, shifts in the
redox potential of the heme iron or even electron supplying from other CYP450s.
Homotropic cooperativity, where the substrate leads to the activating process of its own
metabolism, and heterotropic cooperativity, where a substance referred as the effector leads
to the activation and increased metabolism of other substrates, have also been proposed as

possible mechanisms.”

1.2.2. Inhibition
CYP450 inhibition can occur by three different pathways: reversible inhibition, quasi-
irreversible inhibition and irreversible inhibition, all of which work by modifying the enzyme
or impairing CYP450 activity in any of its moments, namely substrate conjugation to the heme
group, conjugation of oxygen to the enzyme and substrate oxidation. CYP450 inhibition is a
high risk for polymedicated patients, such as elderly people or human immunodeficiency virus

(HIV) patients, since many protease inhibitors are known to be CYP450 inhibitors. For
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example, the concomitant use of clopidogrel, an antiplatelet drug, and omeprazole, a proton-
pump inhibitor is unadvised, because omeprazole is known to inhibit CYP2CI9, which is the
main metabolizer of clopidogrel into its active compound. Thus, the therapeutic effect of
clopidogrel is reduced.’

The most common of the three inhibition methods, reversible inhibition, results from
competition with the substrate for the CYP450 active site, involving the first step of the
catalytic cycle. Reversible CYP450 inhibitors are known for containing nitrogen, such as the
imidazole group of antifungals (e.g.: ketoconazole), quinolones and pyridyl ring. They can bind
to the heme group or the lipophilic portion of CYP450s or even both simultaneously,
increasing their potency (e.g.: cimetidine and ketoconazole). The stronger the bond and the
inhibitor’s lipophilicity, the more potent is the inhibition. Protease inhibitors used in HIV
treatment are known for having nitrogen groups, making them good CYP450 inhibitors.”

Substances that bind to the prosthetic heme group in its ferric state (Felll) cause a shift
in its spin state from high to low, making its reduction more difficult.>*” CYPI IBI, also known
as | IB-hydroxylase, plays an important role in cortisol synthesis, and metyrapone is a potent
reversible inhibitor by binding to the prosthetic heme group and interacting with the lipophilic
portion of the enzyme, making it great for Cushing’s syndrome treatment.”

Quasi-irreversible inhibition happens when substrates generate inhibitory metabolites
called metabolic intermediates: carbenes for methyldioxy compounds (paroxetine), nitroso
groups for amines (troleandomycin) and nitrene for |,|-disubstituted hydrazines (isoniazid).
These intermediates can bind to prosthetic heme groups with high affinity creating complexes
that turn CYP450s functionally inactive. They are quasi-irreversible because this process can
be undone but only in vitro, by incubation with lipophilic compounds or irradiation.”*?*

Suicide substrates are drugs that need to be activated before irreversibly inactivating the
metabolizing enzyme. These substrates can act by altering the prosthetic heme group, the
protein portion of the enzyme or both. Drugs that alter the prosthetic heme group are usually
metabolized into radical substrates that alkylate or acylate it, effectively inactivating it. Terminal
alkene- (allylisopropylacetamide) and alkyne- (ethinylestradiol) containing drugs fall in this
category. Chloramphenicol is a potent CYP450 inhibitor and its mechanism involves oxidation
of the dichloroacetamide group in the drug that alkylates a lysine at the enzyme surface,
inhibiting electron transfer from reductase to heme group. Drugs with sulfur groups, such as
tienilic acid, an uricosuric acting loop diuretic drug, metabolized by CYP2C9, produce reactive

sulfur metabolites after metabolization that bind to the enzyme, irreversibly inhibiting it.5?
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This drug was withdrawn from the market due to case reports of patients developing liver

damage. ¥

2. Brain metabolism

2.1.CYP450 brain distribution

To reach the brain, substances need to cross the blood-brain barrier (BBB) that acts as a
mediator between the brain and any kind of substances that may circulate in peripheral blood.
This barrier is composed by microvessel endothelial cells (EC) held together by tight junctions.
Covering the EC are pericytes and astrocytic end-feet providing an extra layer that separates
brain tissue from circulating blood. In addition to these cells, microglia and neurons are also
part of the BBB.**¥

This barrier is permeable to water and gaseous molecules, such as O, CO, or He.
Substances have to be lipophilic and of small size (less than 400Da) to be able to passively
diffuse through it, otherwise they can only pass with the aid of solute carriers. At the BBB,
ATP-binding cassette (ABC) transporters are present in the luminal side of the EC cells and
responsible for recognizing and transporting substances back to blood circulation.**'

CYP450s are also present in ECs of the BBB, specifically the isoforms CYP2J2, CYP2EI,
CYP2B6, CYP2D6, CYP2RI, and CYPIBI, CYP2UI showing higher levels of expression.’>>*
In astrocytic end-feet that sheath the microvessel EC, only CYP2J2, IBIl and 2Ul were
expressed. The remaining CYP450s were identified in ECs of the microvessels.”* It is believed
that the synergistic activity of the ABC transporters and CYP450s present in the human BBB
helps protecting and regulating it.*

As previously mentioned, CYP450s are mainly present in the liver, particularly in the ER of
cells, but are also expressed in other organs such as the lungs or, most importantly, the brain.
Here, CYP450s can additionally be found in the inner membrane of mitochondria®***,
nucleus® but mostly in cytosol.*** CYP450 brain levels have not been exactly quantified, with
some sources claiming their concentration reached only as much as [% of liver

concentration®”*

and others claiming it varies between each region and location, with some
CYP450 reaching equal or even higher concentrations than those in liver.”

The main difficulty in characterizing and quantifying brain CYP450s resides in the
methodology used in different studies. Results with protein or mRNA can lead to confusing
findings, because mMRNA degrades faster than the proteins during sampling; proteins are
affected by post-transcriptional regulation while mRNA isn’t; and antibodies used for CYP450

can have different specificities. Furthermore, CYP450 expression levels can be affected by
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other variables, including pathological conditions such as neurodegenerative diseases, further
explored in section 2.2.2.

In the brain, CYP450s are not homogenously distributed, since higher expression levels can
be found in the brain stem and cerebellum and the lowest levels in the striatum and
hippocampus. In these areas, CYP450s are shown to be expressed in several subcellular
compartments.”

In 2009, DUTHEIL** used RNA from total human brain and several brain regions:
cerebellum; dura matter; cerebral cortex; frontal, parietal, temporal and occipital lobes; the
paracentral and postcentral gyrus; insula, corpus callosum, hippocampus, caudate nucleus,
nucleus accumbens, putamen, pons and medulla oblongata, as well as, primers for all the known
genes encoding the human CYP450 from families 1,2,3 and 46Al. The purpose was to
determine the different gene expression levels in different brain areas in percentage levels.
According to the results, the main CYP450 isoforms expressed in the human brain (90%) are:
CYPIBI, 2D6, 2El, 2J2, 2UI| and 46Al, the last one being the only brain exclusive CYP450.*
CYP450s |Al, 2B6, 2C8, 2RI, 251 2W I, 3A5 and 3A43 were also present but at much lower

32,34

levels (Figure 3).
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Figure 3. CYP450s expression in the whole brain as a percentage from total CYP450
expression. Adapted from Dutheil et al;**

CYP450s |Al, IBI and 2D6 are expressed in neurons and neuroglia of almost every brain
region while 2B6, 2E1 and 3A CYP450s appear to be mostly expressed in neurons. *** CYPIBI|

is expressed at extremely high levels in the dura mater, followed by the medulla oblongata and
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putamen. CYP2Dé higher levels were found in the putamen, caudate nucleus of basal ganglia
and cortex, specifically the frontal lobe. CYP2EI higher levels were in the cortex, while
CYP2U | expressed higher levels in the substantia nigra of the basal ganglia, cortex and medulla
oblongata. CYP2J2 was the second to express higher levels of all of the detected CYP450s,
with the highest levels in the substantia nigra of the basal ganglia, putamen and cerebellum,
topped only by CYP46A1 which was expressed in high quantities in all brain areas. **

Their distribution proposes the hypothesis that they can have different roles, depending on
their location. The isoforms expressed at the BBB may have a more regulatory role, filtering
and blocking xenobiotic penetration, protecting the bordering neurons while isoforms present
in neurons have a stronger role in endogenous metabolism. Those present in neuroglia help
regulate blood-flow and signaling enzymes during inflammation through arachidonic acid (AA)

metabolism. *

2.2.Brain metabolism

Over the past few years, with the research and discoveries made concerning
neurodegenerative disorders and their respective treatments, a hypothesis arose that
endogenous compounds and CYP450 regulation could be related to their development, being
a cause or even a potential therapeutic target.** Researching these disorders is of upmost
importance, considering they could become one of the leading causes of death by the middle

of the century.”

2.2.1. CYP450 effects in the brain

In the brain, CYP450s appear mainly as cytosolic enzymes dues to low availability of the
prosthetic heme group in it. Their proper function as fully active holoenzymes is dependent
on it since the apocytochrome needs to be conjugated to the heme group before being
inserted in membranes where they will be active. In mice brain, heme content reaches only
30% comparatively to the liver, where it is highly available.*

In 2009, a study by MIKSYS demonstrated that brain CYP2B in rats were active in vivo and
were selectively inhibited by suicide inhibitors (C8-xanthate, which belong to a family of salts
used for producing cellophane from cellulose and 8-methoxypsoralen, used to treat skin
conditions), its reactive intermediates covalently binding to the apoprotein.®®

In 2010, KHOKHAR* demonstrated that nicotine induced CYP2B in rat brain and not in

the liver after a 7-day treatment with the substance.
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In 2011, a study by KHOKHAR and TYNDALE® was the first to demonstrate that CYP450
metabolism in the brain and its regulation could affect the pharmacological effect of drugs. The
CYP450 tested in this study were CYP2B, which are expressed both in rat and human brains.”'

In the 2011 study by KHOKHAR and TYNDALE™, Wistar rats were exposed to C8-
xanthate, 8-methoxypsoralen or just vehicle solution through intracerebroventricular (ICV)
injection after a 7-day nicotine treatment to confirm brain CYP2B inhibition and induction.
The ICV injection is used to reduce errors due to metabolites from liver CYP450. The rats
receiving only nicotine treatment expressed higher levels of CYP2B than control groups, while
the rats receiving only the inhibitors expressed lower levels than control groups. Groups
receiving both nicotine and the inhibitors expressed lower levels than those receiving only
nicotine. A control group was intraperitoneally injected with increasing doses of propofol, a
general anesthetic metabolized by CYP2B in the brain, to deduce a sleep-time dose-response
curve. The groups exposed to the inducer, inhibitor or both were also administered with
propofol to determine their effects in propofol induced sleep-time. Nicotine-exposed groups
showed reduced sleep-times while those exposed to the inhibitors showed increased sleep-
times and higher brain propofol levels. Rats exposed only to nicotine treatment and propofol
had its sleep-time reduced after being injected with C8-xanthate, effectively reversing the
effects of nicotine on propofol sleep-times. In all study groups, plasma propofol levels were
unaltered, meaning that sleep levels were related to brain levels and not systemic levels.*

A study done by MIKSYS et al;’*> explored the effects of nicotine and ethanol in CYP2B6
expression and distribution in brain. CYP2B6 metabolizes nicotine into its main metabolite,

cotinine®, but it also metabolizes drugs of abuse into toxic metabolites®***

, SO patients with
higher levels of this enzyme may be more susceptible to their neurotoxic effect. Human brain
tissues were extracted from dead subjects that fall in five categories: control (non-smokers
and non-alcoholics), smoker, alcoholic, smoker and alcoholic. CYP2B6 was identified through
western blot, revealing that smoking alcoholics expressed higher levels than only alcoholics,
while smokers expressed higher levels than non-smokers and alcoholics expressed higher
levels that non alcoholics.”

In 2013, a study by FERGUSON et al;*® exposed African Green Monkeys (AGMs) to ethanol,
nicotine and both simultaneously to determine CYP2B6 and CYP2EI levels compared to a
control group. Due to similar anatomy and expression of CYP450 in brain, AGMs pose as a

%8 unlike rats due to the differences in their

good human model to predict its induction
anatomy and brain CYP450 expression patterns.”® In this study, the group exposed only to

ethanol expressed higher levels of CYP2B6 and the group exposed to nicotine expressed
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higher levels of CYP2EI, when compared to the control groups. The group exposed to both
substances expressed higher levels of both CYP450s. In the three groups only the protein
levels were increased whereas the mRNA levels were unaffected, posing the hypothesis that
the induction mechanism of ethanol and nicotine for CYP2B6 and CYP2EI, respectively, does
not occur through increased transcription or mRNA stability.” This study also revealed that
the sequences between human complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) and AGM PCR
amplified fragments for CYP2B6 and CYP2E| expressed high homology, 93.8% and 94.7%
respectively.

CYP2Dé6 in humans is one of the examples where it is induced in the brain but not in
the liver by nicotine.””*” Studies show this induction does not alter mRNA levels, suggesting a
post-transcriptional mechanism such as protein stabilization.*® With ethanol, it seems it can
happen by both mechanisms. In 2014, a study by MILLER et al;*', explored this hypothesis in
AGM, which is, as mentioned before, a good study model. AGMs were treated with nicotine
and ethanol, being separated in 4 groups: a control group that did not receive any of the
substances, one group treated with nicotine-only, one group treated with ethanol-only and a
final group treated with both. This study concluded that both nicotine and alcohol are able to
increase CYP2D protein in the brain, alone or in conjunction, without altering its mRNA
levels.®'

CYP2Dé6 is the enzyme responsible for codeine activation into morphine, mainly in the liver
but also in the brain through O-demethylation®, to reach its analgesic effect. A study done in
2015 in rat brain by MCMILLAN and TYNDALE® showed that CYP2Dé inhibition with
propanolol through ICV injection, decreased only brain morphine levels and its analgesic effect.
In the same study, it was also demonstrated that nicotine induced brain CYP2D, leading to
enhanced codeine metabolism in the brain, consequently increasing its analgesic effect. This
induction of CYP2Dé was shown to alter the rate of opioid tolerance development with
codeine in a study by MCMILLAN and TYNDALE in 2017.%

Both ethanol and nicotine induce the expression of CYP2EI in the brain.** This finding is
important since this CYP450 is ethanol’s main metabolizer in the brain, unlike other tissues
where alcohol dehydrogenase (ADH) is the main alcohol metabolizer.'® The induction in the
liver occurs with increased mRNA and protein activity levels, implying an increased expression
of the enzyme and its stabilization. A study done with AGM showed no increase in brain
mRNA levels.*® Acute nicotine exposure in rats was shown to induce CYP2EI only in the
cerebellum, while a longer exposure causes induction in the cerebellum, hippocampus and

cortex. &
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A recent study by MAST et al®. analyzed rat CYP46Al activation by endogenous
compounds in vitro. The authors concluded that |-glutamate, |-aspartate, y-aminobutyric acid
and acetycholine were able to activate CYP46A, particularly |-glutamate. This activation is
caused by binding to the enzyme’s surface in an allosteric site, without interfering with the
active site, unlike CYP46Al inhibitors (e.g.: tranylcypromine, clotrimazole, fluvoxamine)®’*®
that compete with cholesterol for the active site. Efavirenz, a reverse transcriptase inhibitor
used for HIV treatment, also activates CYP46A1.***’ The study mentioned that efavirenz had

a synergistic effect with |-glutamate in activating CYP46Al, since these two compounds do

not compete for the same allosteric site in the enzyme’s surface.*

2.2.2. CYP450 involvement in neurodegenerative disorders

2.2.2.1. Parkinson’s disease (PD)

PD is one of the most prevalent neurodegenerative diseases. It reached over 6 million
patients in 2015, with estimates reaching nearly 13 million by the year 2040.”° PD is
characterized by motor dysfunction caused by reduced dopamine levels from loss of
dopaminergic neurons. ' With its definitive causes being yet unknown, genetics, aging and
environment are being pointed as the main suspects.”’

CYP450s are thought to be related not only to its development but also in ways to treat it
or even prevent it.* The discovery of |-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), a
substance capable of producing parkinsonian symptoms permanently in the human body after
metabolized into its toxic compound |-methyl-4-phenylpyridinium (MPP") by several
metabolizing enzymes such as monoamine oxidase B> and the CYP450 superfamily, and its
structure similarities with pesticides (e.g.: paraquat) have made it possible to associate PD
development to the exposure to these kind of substances.*"*"

CYP2EI is one of the brain CYP450s responsible for the metabolism of MPTP into its toxic
and inactive metabolites, with the full effect being overall more harmful to the subject with the
development of PD.”*Ina study conducted in 2017, ethanol, one of the main CYP2E| inducers,
promoted the loss of pre- and post-synaptic proteins in a type of human dopaminergic cells,
specifically SH-SY5Y cells, and led to an overexpression of the enzyme.” CYP2EI inhibitors,
such as diallyl trisulfide, obtained from allicin hydrolysis, could help with reducing the
metabolization of MPTP into MPP" in the brain but complete inhibition of this enzyme has yet

to be achieved.'*
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On the other hand, CYP2Dé6 is responsible for metabolizing endogenous trace amines, such
as tyramine into dopamine, as mentioned earlier, but also inactivating several pesticides,
including MPTP and its most active compound, MPP*, through N-demethylation.””*”” Thus,
CYP2Dé poor metabolizers show a higher risk of developing PD, especially after pesticide
exposure’®, proposing a protective effect of this CYP450 against PD development. Indeed, a
study performed in 2012 by MANN et al;* revealed that PD patients had lower brain levels of
CYP2D6 when compared to control subjects. A study by MANN and TYNDALE” exposed
SH-SY5Y neuronal cells to MPTP and MPP" after treating them with quinidine, metoprolol,
propanolol and timolol, CYP2Dé selective inhibitors, and ketoconazole, a CYP3A selective
inhibitors. The results of this study showed an increase in cell death after exposure to the
neurotoxin, compared to cells that weren’t treated with the selective inhibitors. Concomitant
use of both CYP2D6 and CYP3A inhibitors indicated an additive effect in the neurotoxin’s
toxicity.” In another study, nicotine induced CYP2Dé expression in the brain, which did not
happen in the liver, with smokers having higher levels of this enzyme and a lower risk of
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developing P

2.2.2.2. Alzheimer’s disease (AD)

According to the World Health Organization (WHO), dementia is “a syndrome
characterized by a disturbance of multiple brain functions, including memory, thinking,
orientation, comprehension, calculation, learning capacity, language, and judgement”.® It
affects 46.8 million people worldwide and this number is estimated to double every 20 years.*

AD is the primary cause for the onset of dementia, affecting 44 million people in the
world®® and corresponds to 60-70% of dementia cases.”’ This disease was discovered by
Aloiz Alzheimer in 1906, and is characterized by the accumulation of amyloid B (AB) peptides
or amyloid plaques in cerebral vessels, as well as, tau proteins or neurofibrillary tangles in
neurons. This can lead to neuron death and loss of brain tissue with progressive cognitive
dysfunction.’”®

The majority of AD cases happen at 65 years or older (late onset AD), and these show that
genetic risk plays a role in its development, specifically the apolipoprotein E gene. This gene is
polymorphic, with its €4 allele and the number of alleles in patients being the shown to increase
the risk of AD development since apolipoprotein E €4 is the least efficient of the 3 isoforms
to enhance AB degradation.”®®

High cholesterol levels are one of the risk factors for the development and progression of

AD’**' by enhancing AB synthesis.”>” The brain exclusive CYP, CYP46Al, is responsible for
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initiating cholesterol metabolism into 24(S)-hydroxycholesterol and its elimination from the
brain. This metabolite can easily cross the BBB, unlike cholesterol, to be eliminated by reverse
cholesterol transport. Higher expression levels of this enzyme are related to improved
cognition.” One theory suggests that lower levels of 24(S)-hydroxycholesterol could lead to
faster progression of AD, since this metabolite has shown in vitro to help inhibit the formation
of AB.’* Patients with AD exhibit lower levels of CYP46Al and, consequently, 24(S)-
hydroxycholesterol, mainly due to neuron death from the pathology.”

In 2015, a study used mice that overexpress amyloid precursor protein (APP), from which
derives AB, and used viral vectors carrying a short hairpin RNA to inhibit CYP46A1 activity
through RNA interference. Consequently, brain cholesterol levels were shown to be increased
and 24(S)-hydroxycholesterol levels were decreased, when compared to control groups. The
study concluded that increased brain cholesterol levels stimulate the production of APP and
consequently AB accumulation, potentially inducing AD.”

In 2017, a study treated 5XFAD mice, an AD model with quickly accumulating AB
peptides,” with efavirenz, a CYP46A| activator, at different ages. This substance was shown
to influence CYP46Al activity and cholesterol homeostasis even at the lowest age
administered. The study revealed that mice treated with efavirenz showed reduced levels of

AB, making CYP46A | a potential pharmacological target for AD.”
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3. Conclusion

CYP450s are a superfamily of enzymes responsible for most of phase | reactions of several
exogenous and endogenous compounds in the human body. Initially thought to only have
relevance in liver metabolism, they have since been identified in other tissues. In the brain and
BBB, several isoforms have been identified in a heterogeneous distribution and its influence in
drug metabolism and neurodegenerative disorders is still being researched.

Some substances can induce these enzymes through interactions with RTF which lead to
increased synthesis or enzyme stabilization by reducing their degradation time. Substances can
also inhibit CYP450 activity by competing for the enzyme active site, or irreversibly altering
the enzyme. These reactions cause loss of efficacy or enhanced pharmacological effects.

So far, CYP2BI| and CYP2UI are the most expressed isoforms at BBB, while CYPIBI,
CYP2D6, CYP2EI, CYP2J2, CYP2UI| and CYP46Al are the most expressed in whole brain.
CYP450s help regulate the entrance of xenobiotics and endogenous substances into the brain,
protecting it, and also partake in endogenous compounds regulation, despite their low
concentration. Studies suggest that their distribution amongst the brain regions influence the
role they take.

The involvement of some members of this superfamily in brain metabolism and the
mechanisms of its regulation aren’t still fully understood and require further research. The
complete understanding of its distribution in human brain is still under research with advances
being made with each year by several teams. Research on their role in neurodegenerative
disorders has originated promising results.

CYPs 2El and 2Dé6 involvement in the development of PD could help us further
understand it and also identify better therapeutic targets by modulating this CYP450s
expression. CYP2El was shown to metabolize MPTP, a substance known for causing
Parkinson-like symptoms, into its active metabolite. CYP2D6 is able to inactivate MPTP and is
metabolites. Its induction by nicotine can help reduce the risk of developing PD.

CYP46A| is the only brain exclusive CYP450 and one of the two responsible for
cholesterol oxidation, demonstrating its importance in cholesterol-turnover rates. Recent
studies have shown AD patients exhibit lower levels of this enzyme and that its overexpression
and activation through endogenous compounds or even a drug used for HIV treatment can
help reduce the risk of developing AD. Its relevance in AD development could lead to a better

understanding of this pathology while also proposing a new pharmacological target.
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Table 2. Summary table of CYP450s in the Brain with known substrates, inhibitors, inductors,

lons.
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