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RESUMO

O papel da ciclo-oxigenase (COX) em eventos como inflamagao, dor e febre ja é
conhecido ha muito tempo: esta enzima catalisa a conversao de acido araquidonico em
prostaglandina G, seguida da H,, sendo que esta ultima serve como substrato para a
formacao de outras prostaglandinas, e ainda de prostaciclina (PGl,) e tromboxano A, (TxA,,
estimulador da ativacao e agregagao plaquetar). Os farmacos inibidores da COX, designados
anti-inflamatorios nao esteroides (AINEs), tém uma longa tradicio de utilizagado no
tratamento dos sintomas inicialmente referidos. O conhecimento a este nivel sofreu uma
atualizagdo muito significativa quando foi descoberta uma segunda isoforma da COX
(COX-2). Atualmente, considera-se que a COX-| é expressa de modo constitutivo, sendo
importante para a homeostase e para o funcionamento fisiolégico normal das células e
tecidos onde se encontra, enquanto a COX-2 é maioritariamente expressa de modo
induzido, tendo um papel decisivo em episddios inflamatorios. Estas descobertas levaram ao
desenvolvimento de novos farmacos que inibem especificamente a COX-2 — os coxibs.

Na sequéncia de varios estudos que revelaram propriedades antioxidantes e

antitumorais de derivados de acidos cinamicos, foram sintetizadas hexilamidas de diferentes

.....

.....

Para além da monografia, este documento inclui dois relatérios que descrevem

estagios curriculares realizados nas areas de farmacia comunitaria e inddstria farmacéutica.

PALAVRAS-CHAVE

Ciclo-oxigenase; acido cinamico; hexilamida; sintese; inibidor; anti-inflamatorio;

farmacia comunitaria; industria farmacéutica.



ABSTRACT

The role of cyclooxygenase (COX) in inflammation, pain and fever has long been
established: this enzyme catalyzes the conversion of arachidonic acid into prostaglandins G,
and then H,, with the latter being the substrate for the formation of other prostaglandins, as
well as prostacyclin (PGl,) and thromboxane A, (TxA,, stimulator of platelet activation and
aggregation). COX inhibitors known as nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have
long been used to treat the previously mentioned symptoms. Knowledge on this field was
significantly upgraded when a second isoform of COX was discovered (COX-2). It is now
accepted that COX-1 is mostly constitutively-expressed, assuring homeostasis and normal
physiological function of the cells and tissues where it is found, while COX-2 is for the most
part inducible-expressed, with a decisive role in inflammatory responses. Such findings led to
the development of new drugs which specifically inhibit COX-2 — the coxibs.

Following a number of studies with cinnamic acid derivatives, which revealed
antioxidant and antitumoral activities, hexylamides of different cinnamic acids were
synthesized and their inhibitory activity on COX-1 and COX-2 was assessed. The current
monograph aims to present the synthesis methodologies for three of those hexylamides (as
well as for more complex hexylamides which could be assessed for their COX-inhibiting
activity in the future), along with the results of their COX-inhibiting activity studies.

In addition to the monograph, this document contains two reports describing

curricular internships in the fields of community pharmacy and pharmaceutical industry.

KEYWORDS

Cyclooxygenase; cinnamic acid; hexylamide; synthesis; inhibitor; anti-inflammatory;

community pharmacy; pharmaceutical industry.
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I. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE CICLO-OXIGENASES

As ciclo-oxigenases (COX), também designadas prostaglandina endoperéxido
sintetases (PGHS),' sio enzimas que catalisam reagdes determinantes na produgio de
prostanoides (prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano),” moléculas envolvidas numa
grande variedade de processos fisiologicos e patolégicos,’ incluindo inflamagio, dor e febre.*
As COX constituem o alvo terapéutico dos farmacos designados por anti-inflamatorios nao
esteroides (AINEs), sendo inibidas por estes.” A descoberta deste mecanismo de agio geral
s& se concretizou na década de 1970,” tendo passado pela elucidagio parcial do mecanismo
da sintese enzimatica das prostaglandinas a partir dos co-substratos acido araquidénico (AA)
e oxigénio (O,),’ bem como pela descoberta de que os AINEs inibiam a formacio de
prostaglandinas.® Nessa mesma década, procedeu-se ao isolamento da COX para aprofundar
o estudo da sua estrutura e fungio.” S6 mais tarde se veio a descobrir que existia uma
segunda isoforma de COX, expressa em circunstancias diferentes daquela que até entao era
conhecida, passando a fazer-se a distingao entre a ciclo-oxigenase-I (COX-I) e a ciclo-

-oxigenase-2 (COX-2).*

I.1. Estrutura

As COX sio enzimas homodiméricas,* isto é, constituidas por duas cadeias
polipeptidicas iguais. Cada uma destas duas subunidades contém trés dominios distintos: um
dominio fator de crescimento epidérmico (com cerca de 50 aminoacidos), um dominio de
ligagio a membrana (residuos de aminoacido 72 a 116),' que determina a localizagio
intracelular das COX no lado interno da membrana do reticulo endoplasmético’ e nas
membranas nucleares interna e externa,® e um dominio catalitico (com cerca de 460
aminoacidos), que inclui centros ativos ciclo-oxigenase e peroxidase em lados opostos de
um grupo heme® (protoporfirina IX férrica).” (Anexo )

O centro ativo ciclo-oxigenase é acessivel por um canal que inicia junto ao dominio
de ligagio a membrana e que apresenta uma constri¢io,” para la da qual passa a ser revestido
por aminodcidos hidrofébicos, terminando num compartimento estreito.* Estas
caracteristicas determinam que a molécula de AA, ao chegar ao centro ativo, fique na
posi¢ao ideal em relagao ao aminoacido 385, um residuo de tirosina (Tyr-385), o qual é o
principal responsavel pela catélise enzimatica.*

Por sua vez, o acesso ao centro ativo peroxidase é feito no lado contrario ao

dominio de ligagdo 2 membrana,’ através de uma fenda pouco profunda parcialmente coberta
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por aminoacidos hidrofébicos:* esta estrutura determina que os substratos preferenciais da
. . - . e R ;. 10
peroxidase sejam peroxidos lipofilicos primarios e secundarios.
Para além do grupo heme, as COX contém outros grupos prostéticos,
nomeadamente oligossacarideos ligados a residuos de asparagina (Asn). Um destes, ligado a
Asn-410, parece ter um papel determinante na definicio da estrutura tridimensional da

cadeia polipeptidica.'

1.2. Func¢ao catalitica

O AA, um acido gordo tetra-insaturado com 20 atomos de carbono, esta presente
nas células em fosfolipidos membranares, na sua forma esterificada. Por agao de uma
fosfolipase, geralmente a fosfolipase A, (PLA;), a ligagao éster é hidrolisada e o AA fica
disponivel para atuar como substrato das COX.' Estas catalisam duas reagdes sequenciais: a
bis-dioxigenacao do AA, convertendo-o em prostaglandina G, (PGG,), o que ocorre no
centro ativo ciclo-oxigenase (Anexo 2); e a reducao da PGG, no centro ativo peroxidase,
resultando em prostaglandina H, (PGH,)* (Anexo 3).

Contudo, ainda antes da primeira reagao, a COX tem de ser ativada, o que acontece
gracas a peroxidase: esta usa um peroxido como substrato, o qual é reduzido ao alcool

correspondente, para oxidar o heme férrico (Fe"

) da COX, convertendo-o num radical
catidnico oxo-ferrilporfirinico (Fe').* Este capta um eletrao da Tyr-385, a qual é oxidada a
radical tirosilo, e converte-se em oxo-ferrilporfirina (Fe'").*

A molécula de AA insere-se no canal do centro ativo ciclo-oxigenase de tal modo
que o seu grupo carboxilo fique na constricao do mesmo, estabelecendo interagoes com os
residuos de aminoacidos Arg-120 (por ligagao idnica) e Tyr-355 (por ligagao de hidrogénio),
e que o seu carbono terminal fique na porgao final mais estreita.'' Esta conformacio
especifica faz com que o carbono |13 do AA esteja proximo do radical tirosilo.'' Este radical
vai ser reduzido pelo AA: um dos atomos de hidrogénio ligados ao carbono |3 (pro-S) vai
ser captado pelo radical tirosilo, regenerando o residuo de tirosina,* enquanto a molécula de
AA fica com um eletrio desemparelhado no carbono I1."> Para repor o emparelhamento
neste atomo, da-se a ligagdo de uma molécula de O, ao carbono |I, resultando num
peroxido radicalar em que o atomo de oxigénio terminal recém-incorporado tem um
eletrao desemparelhado. Em seguida, este atomo liga-se ao carbono 9, concluindo a
formacao da fungao endoperdxido, e é o carbono 8 que passa a ter um eletrao
desemparelhado.”'” Este eletrdo vai assegurar uma nova ligacio covalente simples entre o

carbono 8 e o carbono 12, introduzindo uma segunda ciclizagao na molécula, sendo agora o
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carbono 14 que fica com um eletrao desemparelhado. Este atomo liga-se a uma segunda
molécula de O,, originando um novo peroéxido radicalar,'” o qual vai ser reduzido ao receber
um eletrao da Tyr-385.* Deste modo, o radical tirosilo é regenerado e obtém-se o produto
da reagao de conversao do AA: a PGG,, molécula com duas fungdes perdxido. O facto de o
radical tirosilo ser regenerado significa que a COX nao precisa de ser novamente ativada
para catalisar mais reagdes de bis-dioxigenacio.*

A conversao da PGG, em PGH, é assegurada pela peroxidase, que reduz o grupo
| 5-hidroperdxido ao respetivo grupo hidroxilo, pelo mesmo mecanismo descrito para a
ativacio da COX.* Para que esta reacio possa ocorrer, o grupo heme deve estar na forma

"). Esta pode ser regenerada pela redugido da oxo-ferrilporfirina (Fe") por uma

férrica (Fe
espécie que possa ceder um eletrao, tal como o radical catiénico oxo-ferrilporfirinico (Fe")
também pode ser reduzido a oxo-ferrilporfirina (Fe").*

A partir da PGH,, sao produzidas por catdlise enzimatica prostaglandina D, (PGD,),
prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina F,q (PGF,q), prostaciclina (PGl,) e tromboxano A,
(TxA2)." A generalidade das células do organismo humano possui enzimas catalisadoras da
sintese de prostaglandinas (PGs), sendo os eritrécitos a Unica excegdo.” Os efeitos das PG

nas respetivas células-alvo sao desencadeados pela sua ligagao a recetores acoplados a

proteinas G.*

1.3. Isoformas da ciclo-oxigenase

A Tabela | mostra algumas das principais diferencas entre a COX-1 e a COX-2. Estas
isoformas tém estruturas tridimensionais muito semelhantes e as suas sequéncias de
aminodcidos apresentam 60% de homologia.* A composicdo em aminoacidos do centro ativo
peroxidase apresenta varias diferengas entre as duas isoformas, mas o impacto das mesmas
na catdlise parece ser pouco significativo. Por sua vez, a regiao do centro ativo ciclo-
-oxigenase onde se da a catdlise apresenta um Unico aminoacido distinto entre as duas
isoformas, na posicio 523.'° Esta diferenca é determinante para a seletividade caracteristica
de alguns inibidores da COX: devido ao maior tamanho do residuo de lle-523, certas
moléculas que conseguem inibir a COX-2 estabelecem uma interagao repulsiva com esse

aminoacido da COX-1, o que reduz a sua capacidade de inibir esta isoforma."



Tabela |: Diferencas estruturais e de expressao entre COX-1 e COX-2.

COX-1 COX-2
< Numero de aminoacidos' 576 587
-
I5 Aminoacido 523" Isoleucina (lle-523) Valina (Val-523)
In—c 3 oligossacarideos | oligossacarideo adicional
o | Composicio glucidica'
- P & ricos em manose comparativamente a COX-|
Gene codificante’ Ptgs-1 Ptgs-2
,9( Cromossoma' 9 I
(%]
ﬁ Modo de expressio® Geralmente Geralmente induzida por estimulos
; constitutiva inflamatorios e proliferativos
- RNA mensageiro Cerca de 2800 bases Cerca de 4000 bases
Estavel Degradagao rapida

Quanto a expressao das COX, é atualmente tido como principio que a COX-| esta
sobretudo associada a produgao de prostanoides com fungdes homeostaticas nos tecidos
em que atuam, enquanto a COX-2 ¢ a principal produtora de prostanoides associados a
respostas fisiopatologicas, nomeadamente inflamagao, sendo a sua expressao induzida por
estimulos como citocinas inflamatorias, fatores de crescimento e endotoxinas. Porém, este
nio é um principio absoluto.*®

Em termos de distribuicao, a COX-| esta presente em praticamente todo o
organismo: exemplos de células, tecidos e orgaos onde ela é expressa de forma constitutiva
e assume importantes funcoes homeostaticas incluem as plaquetas, as células endoteliais, a
mucosa gastrica e os rins. Ja a COX-2 é produzida em abundancia, apo6s indugao, por células
como macrofagos, sinovidcitos e fibroblastos.” A COX-2 também é produzida de forma
constitutiva, sem ocorrer inflamagao, em érgaos e tecidos como os rins, a mucosa gastrica e

o cérebro."

|.4. Ciclo-oxigenase e processos homeostaticos

A Tabela 2 ilustra varias das fungoes homeostaticas dos prostanoides. Como ja
referido no subcapitulo anterior, a maioria destas agoes esta dependente da COX-1. Porém,
a titulo de exemplo, as fungdes dos prostanoides a nivel gastrico parecem depender nao s6
da COX-I, mas também da COX-2."” Também a producao de PGl, no endotélio depende
consideravelmente da COX-2,'® o que mostra que esta isoforma nio esta relacionada apenas

com processos fisiopatologicos.




Tabela 2: Exemplos de fungdes homeostéticas dos prostanoides.'’

Local de sintese Funcao
Aumento da secregao de muco e bicarbonato pela mucosa
I3 . I5
astrica
Mucosa g' o . g A H
] ) Diminuicao da secregao acida no estomago
gastrointestinal - ~ . . N
Regulagao da contragao do musculo liso do tubo digestivo
PGE, Estimulagao da libertagao de agua e eletrolitos no jejuno
. Excrecao de dgua e sais (aumento do fluxo sanguineo renal e
Rins (medula) R ~ . . .
diminuigao da reabsorgao de agua, sédio e ureia)
Ut Estimulagao das contragoes musculares que ocorrem no
ero <
PGF,. trabalho de parto e na menstruagao
. Vasodilatagao (relaxamento do musculo liso vascular
PGI, Endotélio sodilatagio (relax )
Inibicao da agregacao plaquetar
Vasoconstrigao (contragao do musculo liso vascular)
TxA, Plaquetas L. . - .
Ativagao e estimulagao da agregagao plaquetar

1.5. Ciclo-oxigenase e processos fisiopatologicos: inflamacao

A inflamagao € um mecanismo fisiologico de defesa desencadeado pelo organismo
perante agentes agressores de natureza infeciosa, quimica ou fisica,” com o objetivo de os
anular e de repor a estrutura e fungdo homeostatica dos tecidos afetados.'® De modo geral,
a resposta inflamatdria inclui os seguintes fenodmenos: vasodilatagao, aumento do fluxo
sanguineo local, aumento da permeabilidade vascular, concentragao local e saida de
leucécitos dos vasos sanguineos e, no caso de ser prolongada, degenerescéncia e fibrose dos
tecidos.®'® As PGs estio envolvidas no desenvolvimento de processos inflamatérios,
ocasides em que a sua sintese é estimulada.'® A COX-2 é a principal responsavel pela
producao de PGs no decurso destes fenomenos, mas verifica-se que aquelas também sao
produzidas em células que expressam a COX-| de modo constitutivo; esta isoforma pode
ainda ser induzida em determinadas situagoes, como nas respostas inflamatorias
desencadeadas por lipopolissacarideo (LPS)."

Agentes agressores podem ser reconhecidos por células como macroéfagos,
mastocitos e células dendriticas, que ficam ativadas e libertam citocinas como TNF-a (fator
de necrose tumoral a), IL-I (interleucina-1) e IL-6 (interleucina-6).° Estes mediadores
quimicos sao pro-inflamatorios, uma vez que recrutam mais leucdcitos para o local da
agressio e atuam nas células endoteliais, fazendo aumentar a permeabilidade vascular® e
induzindo nelas a expressao de interleucina-8 (IL-8) e proteinas de adesao. Estas condigoes

permitem que os leucocitos contactem com o endotélio e saiam para o exterior do vaso
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sanguineo, alcancando o local afetado e tentando eliminar o agente agressor.”’ A acumulagio
de fluido e células no tecido extravascular constitui um edema. As principais células que se
translocam do modo descrito sao os neutrofilos e os mondcitos, que se diferenciam em
macrofagos.”® As citocinas pro-inflamatérias também ativam e induzem a proliferagio de
fibroblastos, de modo a reparar lesdes tecidulares resultantes da agressio® e, em condi¢oes
normais, uma vez eliminado o agente agressor, o processo inflamatério termina com a
regeneragao da funcionalidade dos tecidos afetados. Porém, uma resposta inflamatéria que
perdure por muito tempo pode causar dano tecidular prolongado, convertendo-se numa
patologia — uma inflamagio crénica.”

As citocinas proé-inflamatoérias produzidas pelas células que reconhecem os agentes
agressores induzem a expressao da COX-2 em vérias células,” resultando na produgao de
diversos tipos de prostanoides. A PGE,, produzida em macréfagos e mondcitos,"” induz
vasodilatacao e aumenta a permeabilidade vascular, contribuindo para a formagao de edema.
Também regula a expressao de citocinas pelas células dendriticas e parece estimular a
libertagdo de citocinas pré-inflamatérias.'® A PGl, é produzida nas células endoteliais,
dependendo da COX-| e da COX-2, e atua no musculo liso vascular, sendo vasodilatadora.'®
A PGD, é produzida por mastécitos e basofilos'” e, para além de recrutar leucdcitos,

também causa vasodilatacio.”!

Ou seja, estas PGs contribuem para o aumento da
permeabilidade vascular e para o processo inflamatério."”

As PGE,® e PGF,’ produzidas na sequéncia da indugio da COX aumentam a
sensibilidade das terminagoes nervosas sensoriais a certos mediadores quimicos, como
bradicinina, citocinas e histamina,'” promovendo a percecio da dor e diminuindo o respetivo
limiar (hiperalgesia).'® Neste 4mbito, também atuam no sistema nervoso central.”?

Por sua vez, a indugao da COX pelas citocinas pro-inflamatorias leva a produgao de
PGE, no hipotalamo, a qual altera a fun¢ao termorreguladora deste, levando ao aumento da
temperatura corporal.’

Deste modo, inflamagao, dor e febre siao trés das principais manifestagoes

fisiopatologicas da inducao das COX, nomeadamente da COX-2.

2. FARMACOS INIBIDORES DAS CICLO-OXIGENASES

Os AINEs sao farmacos que inibem diretamente as COX. Como tal, bloqueiam a
producao de PGH, e dos prostanoides dele derivados, pelo que diminuem a inflamagao, dor
e febre por eles induzidos.” Assim, estes firmacos tém principalmente acio antipirética,

analgésica e anti-inflamatoria, por ordem crescente de dose.”
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2.1. Anti-inflamatoérios nao esteroides de primeira geracao

De modo geral, estes AINEs foram introduzidos no mercado quando ainda nao era
conhecida a existéncia de diferentes isoformas da COX, pelo que nao houve na sua
descoberta ou desenvolvimento uma preocupagao com a sua seletividade para qualquer das
isoformas. Estes AINEs inibem a COX-| e a COX-2, mas cada um tem seletividade variavel
para uma das isoformas, sendo que a maioria inibe preferencialmente a COX-|.2

Tém como principais indicagdes o tratamento sintomatico de patologias
caracterizadas por dor e inflamagao, como é o caso das doengas reumaticas e afegoes
musculoesqueléticas,” e ainda da dismenorreia. Também sio eficazes no tratamento de
artralgias, mialgias, odontalgias e cefaleias,” e tendem a ser frequentemente utilizados apenas
pelos seus efeitos antipirético e analgésico; porém, neste caso, é aconselhavel optar por um
farmaco que nio tenha efeito anti-inflamatoério, como o paracetamol.”

Os AINEs podem ser classificados quanto a sua estrutura quimica. Exemplos destes
farmacos e da respetiva classificagao incluem acidos carboxilicos como o acido acetilsalicilico
(derivado salicilico), o diclofenac (derivado heteroarilacético), a indometacina (derivado
inddlico), o ibuprofeno, o naproxeno (derivados propionicos) e o acido mefenamico
(derivado fendmico ou antranilico).>” (Anexo 4)

O 4acido acetilsalicilico (AAS) tem uma indicagao terapéutica adicional que o distingue
dos restantes AINEs: a inibicio da agregacao plaquetar, que se traduz num efeito anti-
-trombotico importante na prevengao da reincidéncia do enfarte do miocardio ou de
acidente vascular cerebral (AVC) isquémico.”** Em teoria, qualquer AINE poderia ser usado
como anti-agregante plaquetar, uma vez que a inibicao da COX nas plaquetas diminui a
producao de TxA, — como ja foi referido no subcapitulo 1.4, este prostanoide induz
agregacao plaquetar e vasoconstricao. Porém, como vai ser explicado no subcapitulo 2.3.1,,
o bloqueio da produgao de TxA, pelo AAS é mais prolongado. No ambito desta indicagao
terapéutica, a dose administrada de AAS é baixa (geralmente 100 a 150 mg/dia), de modo a
nio inibir a produgio de PGl,, que atua como anti-agregante plaquetar.”

Os AINEs de primeira geragao apresentam varios efeitos adversos caracteristicos que

se devem em grande parte a inibigio da COX-1%*

— mas sem descurar a COX-2 — e que sao
percetiveis se forem tidas em conta as fungoes homeostaticas desempenhadas pelas PGs
(vide subcapitulo 1.4). Um dos mais relevantes é o desenvolvimento de ulcera, irritagao ou
hemorragia gastroduodenal. A mucosa gastrica produz PGs que estimulam a libertagao de
bicarbonato e de muco e inibem a secregao acida; por inibicao deste mecanismo protetor, a

mucosa fica sujeita a agressdes.’”® Outro efeito relevante é a nefrotoxicidade, que
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normalmente se traduz em agravamento de insuficiéncia renal pré-existente e sera devida a
inibicio da producio de PGE, e PGl,, as quais regulam o fluxo sanguineo nos vasos renais.”*
E também nos rins que pode estar a explicagio para outro efeito adverso: o aumento da
pressao arterial. Uma explicagao proposta para esta alteragao é o facto de as PGs no rim
regularem a libertagio de renina, a qual é aumentada numa terapia com AINEs.**

Uma contraindicagao dos AINEs de primeira geragao é a asma, o que se prende com
uma vez que o AA fica disponivel para ser metabolizado por outro tipo de enzimas — as
lipoxigenases — que o convertem em compostos que vao dar origem a leucotrienos. Pelo

2 Qutra

menos dois destes — os leucotrienos C, e D, — causam broncoconstrigcao.
.. ~ , . 23 . ~ .

contraindicagao relevante é o seu uso na gravidez,” sendo de destacar o final da gestagao: a

inibicao das COX no utero diminui a producao de PGE, e PGF,q, as quais contribuem para

desencadear o trabalho de parto (vide subcapitulo |.4).

2.2. Inibidores seletivos da ciclo-oxigenase-2: coxibs

A descoberta de que a COX-2, e nao a COX-I, era a principal responsavel pela
produg¢ao de PGs em estados patoldgicos (nomeadamente inflamagao) levou ao
desenvolvimento de farmacos inibidores seletivos da COX-2, para diminuir a incidéncia de
efeitos secundérios dos AINEs, sobretudo ao nivel gastrico: assim apareceram os coxibs.*
Exemplos destes farmacos atualmente em utilizagao incluem o celecoxib e o etoricoxib
(Anexo 4) e a sua indicagao terapéutica principal é o tratamento sintomatico da dor e
inflamacdo em doencas articulares como a artrite reumatoide e a osteoartrite.”>*

Pelo menos em parte, este grupo de farmacos conseguiu cumprir o seu objetivo de
reduzir a incidéncia de efeitos adversos face aos AINEs de primeira geragio. Em
comparagao, os coxibs apresentam uma menor incidéncia de efeitos adversos
gastrointestinais (embora nio anulem esse risco) e nio provocam broncoespasmo.**

Porém, foi associado aos coxibs um aumento do risco cardiovascular (RCV), que fez
com que alguns deles tenham sido retirados do mercado.” De facto, foi imputado a estes
farmacos um aumento da incidéncia de enfartes, AVCs, insuficiéncia cardiaca e hipertensao,
sobretudo em doentes que ja apresentavam algum nivel prévio de RCV.* Estas observacgdes
serao provavelmente explicadas pelas alteragoes na producao de prostanoides provocadas
pelos coxibs. A PGl,, com efeito vasodilatador e anti-agregante plaquetar, é produzida nas
células endoteliais e deriva maioritariamente da COX-2."® Por outro lado, o TxA,, que é

vasoconstritor e promove a agregacao plaquetar, é produzido nas plaquetas e deriva
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sobretudo da COX-1.'"* Em condi¢des homeostiticas, ha um equilibrio entre as agdes destes
prostanoides, mas os coxibs, ao inibirem muito seletivamente a COX-2, vao diminuir a
produgio de PGl,'® havendo também evidéncias da diminuicio da producio de o6xido
nitrico, que também atua como vasodilatador.” Nestas condicdes, os efeitos do TxA,
podem exacerbar e promover o desenvolvimento de hipertensio e trombose.'® Considera-
-se que o agravamento do RCV imputavel a um coxib se correlaciona com a sua seletividade
para a COX-2.%®

Atualmente, este risco ja nao é restringido apenas aos coxibs, mas também a AINEs
de primeira geragao que exibem maior seletividade de inibicao para a COX-2 do que para a

COX-1, como é o caso do diclofenac.'®

2.3. Mecanismos de inibicao das ciclo-oxigenases

O estudo da inibicgato das COX deparou-se nos ultimos anos com um novo
paradigma: a COX-2, e possivelmente também a COX-1, é homodimérica do ponto de vista
estrutural, mas nao do ponto de vista funcional. Verificou-se que sé um dos dois
monomeros da COX-2 é que efetivamente realiza catdlise, constituindo o monoémero
catalitico (E..). O segundo mondmero regula a atividade do E.,,, constituindo o monometro
alostérico (E.i,). Dependendo do composto que se ligar ao centro ativo do E,., o E.. vai ser
inibido ou induzido.'

Os inibidores das COX podem atuar segundo um mecanismo dependente ou
independente do tempo. O primeiro caracteriza-se pelo facto de a incubagao da COX numa
certa concentragao de inibidor resultar numa perda de atividade que se acentua ao longo do
tempo e de a diminuicado da concentragao de inibidor fazer com que a atividade seja
recuperada lentamente. Este tipo de mecanismo inicia com uma ligagao rapida e reversivel
do inibidor ao centro ativo, seguida de uma mudanga conformacional lenta do monémero ao
qual se ligou, a qual é revertida ainda mais lentamente.' Nos mecanismos independentes do
tempo, também chamados de rapidamente reversiveis, a inibicao decorre num unico passo
de ligagio.?

Deste modo, a tendéncia atual é para os inibidores das COX serem classificados nao
sé quanto a cinética, mas também quanto ao(s) mondmero(s) a cujo centro ativo se ligam,'

como mostram os exemplos da Tabela 3, relativos a inibicao da COX-2.
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Tabela 3: Exemplos de mecanismos de inibicio da COX-2."”

Cinética Independente do tempo Dependente do tempo

Acido acetilsalicilico

Indometacina

Ibuprofeno

, Naproxeno Diclofenac
Acido mefenamico
Celecoxib

Rofecoxib

Monémero(s) Eio + Eca Eao Ecae

2.3.1. Inibicao irreversivel

O unico AINE comercializado que inibe as COX de forma irreversivel é o AAS.* Tal
deve-se ao estabelecimento de uma ligagao covalente com a enzima ao nivel do centro ativo
ciclo-oxigenase, mais precisamente pela acetilagio do residuo de serina na posicio 530
(Ser-530).*° Na conversio do AA em PGG,, a molécula do substrato deve estar posicionada
de tal modo que o carbono 15 fique préximo desse residuo de aminoécido.'' A molécula de
AAS, ao entrar no canal do centro ativo, estabelece interacdes com residuos de
aminoacidos. Tem sido proposto que um dos primeiros a intervir é a Arg-120, que
estabelece uma interagao iénica com o grupo carboxilo do AAS, contribuindo para que este
adote uma posicio favoravel a interacio posterior com outros aminoacidos especificos.*
Estes incluem a Tyr-348 e, sobretudo, a Tyr-385, cujo grupo hidroxilo estabelece uma
ligagao de hidrogénio com o atomo de oxigénio do grupo acetilo do AAS.*° Estas interacoes
colocam o AAS numa posigao relativa a Ser-530 que permite que ocorra uma reagao de
transesterificagao (substituicao nucleofilica de acilo) entre o grupo acetilo do AAS e o grupo
hidroxilo daquele aminoacido, resultando na acetilagio da Ser-530 e na libertagao de acido
salicilico.® Embora uma reagio deste tipo pudesse decorrer em dois passos (adigio com
formagao de um intermediario tetraédrico, seguida de eliminagao), tem sido proposto que
nesta situagdo ocorre num Gnico passo envolvendo um estado de transigio.**’'

O facto de este mecanismo de inibigao ser exclusivo do AAS explica que este seja o
AINE indicado na diminuicao da agregacao plaquetar, uma vez que a COX presente nas
plaquetas fica permanentemente inibida e, como essas células nao conseguem produzir a
enzima novamente, a inibigado é mantida até ao fim do seu tempo de vida na corrente

sanguinea."
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2.3.2. Inibicao reversivel

Os restantes AINEs inibem as COX pelo estabelecimento de interagoes nao
covalentes com residuos de aminoacidos do centro ativo.! A Tabela 4 mostra alguns

exemplos dessas interagoes.

Tabela 4: Exemplos de interagoes entre AINEs e COX importantes na inibicao reversivel.

Farmaco | Isoforma Interacoes

O grupo carboxilo estabelece uma ligagao i6nica com Arg-120 e
uma ligagio de hidrogénio com Tyr-355.> A existéncia de uma
Ibuprofeno COX-I | ligagao ionica ou de hidrogénio com Arg-120 parece ser muito
relevante para varios acidos carboxilicos, como a indometacina e
o flurbiprofeno.®

Diclofenac O grupo carboxilo estabelece ligagoes de hidrogénio com
COX-2 | Ser-530 e Tyr-385. O grupo diclorofenilo estabelece interagoes
van der Waals com Val-349, Ala-527 e Leu-531.%

O grupo 2’-metilo do anel inddlico contacta com uma regiao
Indometacina | COX-2 | hidrofébica que inclui os residuos Val-349, Ala-527, Ser-530 e

Leu-531, numa interagio determinante para a inibi¢io.?

Cetorolac

3. DERIVADOS DE ACIDOS CINAMICOS COMO MOLECULAS COM
ATIVIDADE FARMACOLOGICA

O 4acido cinamico (ou acido 3-fenilpropendico) é um composto presente em Oleos
essenciais de diversas plantas, tanto na forma livre como na forma de ésteres. A introdugao
de substituintes no seu anel aromatico permite obter uma grande variedade de compostos

que recebem a designacio genérica de acidos cindmicos®® (Figura I).
R4 (o)

Ro
X OH

R3 Rs

R4

Figura |: Estrutura geral dos acidos cinamicos.
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3.1. Hexilamidas de acidos cinamicos com atividade antioxidante

Um estudo de 2010** focou-se na sintese e estudo da atividade antioxidante de
derivados de acidos cinamicos e hidrocinamicos (estes distinguem-se dos primeiros por nao
serem o,B-insaturados), com o objetivo de estudar o seu potencial no desenvolvimento de
novos tratamentos para doengas neurodegenerativas. Os compostos estudados neste ambito
foram os acidos cafeico, hidrocafeico, ferulico, hidroferulico, e as hexilamidas e hexilésteres
daqueles quatro. O estudo da atividade consistiu na quantificagdo da diminuicio da
peroxidagio de lipidos membranares de lipossomas induzida pelos compostos.’* Os
resultados mostraram que os acidos cinamicos e seus derivados (o,B-insaturados) sao mais
ativos do que os seus analogos saturados, e ainda que o acido cafeico e seus derivados sao
mais ativos que os seus analogos ferulicos, isto &, a presenca de um grupo 3-hidroxilo em
vez de 3-metoxilo no anel aromatico aumenta a atividade.* Em cada grupo de derivados do
mesmo acido, o composto com menor atividade foi precisamente o proéprio acido; no caso
do acido cafeico, foi o hexiléster que teve maior atividade, enquanto no caso do acido
ferulico, foi a hexilamida.** A medicdo dos potenciais de reducio dos compostos também
ilustrou que a troca do grupo 3-metoxilo por 3-hidroxilo no anel aromatico faz diminuir o

respetivo valor, o que estid em concordancia com a quantificagio da atividade.*

3.2. Hexilamidas de acidos cinamicos com atividade antitumoral

No seguimento dos resultados de varias investigagoes que sugeriram a existéncia de
um efeito anti-proliferativo de varios acidos hidroxicinamicos sobre diversos tipos de células
tumorais, um estudo de 2016* focou-se na determinacio da atividade antitumoral de trés
desses acidos — ferulico, cafeico e 3,4,5-tri-hidroxicinamico — e das respetivas hexilamidas,
tendo sido avaliado o seu efeito sobre a explosao oxidativa de neutrofilos humanos e sobre
a proliferagao das células de duas linhas tumorais colo-retais. No primeiro caso, procedeu-se
a quantificacao da diminuicdo da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) apos
inducdo de explosio oxidativa, verificando-se que, excetuando os compostos tri-
-hidroxicinamicos, as hexilamidas foram significativamente mais ativas do que os
correspondentes acidos; além disso, a hexilamida do acido cafeico foi mais ativa que a do
4cido ferulico, tendo estas sido os compostos mais ativos de todos os estudados.®
Relativamente a atividade anti-proliferativa, as conclusdes foram idénticas, com a diferenga
de que os acidos ferulico e cafeico nao mostraram atividade e que a hexilamida do acido

cafeico destacou-se de todos os outros compostos pela sua maior atividade, sugerindo uma
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relagao entre a presenca de grupos 3-hidroxilo e 4-hidroxilo no anel aromatico (grupo
catecol) e o aumento da atividade.”® Esse composto foi estudado com mais pormenor numa
tentativa de detalhar o mecanismo de agao anti-proliferativo, tendo-se concluido que aquele
induz o aumento da produgao de ROS nas células tumorais e a diminuicao do respetivo

potencial de membrana mitocondrial, o que cria condi¢des para que ocorra apoptose.®

3.3. Esteres de acidos cinamicos com atividade inibitéria das ciclo-oxigenases

Um estudo de 2015 focou-se na determinacio da atividade inibitéria das COX dos
acidos p-cumarico, cafeico e 3,4,5-tri-hidroxicinamico, bem como dos respetivos ésteres
etilicos e dietilicos (neste ultimo tipo de compostos, o carbono a esta ligado a duas fungoes
éster). A quantificagao do efeito inibitorio da COX-1 e da COX-2 foi efetuada por um
ensaio em sangue humano total, concluindo que os acidos cindmicos revelaram baixa ou nula
atividade para ambas as COX.* Por sua vez, os ésteres etilicos foram os compostos mais
ativos na inibigao da COX-1, enquanto os ésteres dietilicos foram os mais ativos na inibigao
da COX-2. O composto mais ativo e com maior seletividade para a COX-2 foi o éster

dietilico do acido cafeico.*

4. SINTESE, PURIFICAGAO E CARACTERIZACAO DE HEXILAMIDAS DE
ACIDOS CINAMICOS COM POTENCIAL ATIVIDADE INIBITORIA DAS
CICLO-OXIGENASES

A partir deste ponto e até ao final da presente monografia, sera abordado um
trabalho de investigagio levado a cabo no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, integrado num projeto que teve como

objetivo a sintese, purificagdo e caracterizagao de hexilamidas de acidos cindmicos e o

.....

4.1. Fundamentacao teodrica

4.1.1. Selecao dos compostos a sintetizar

No estudo referido no subcapitulo 3.1 sobre a atividade antioxidante de hexilamidas
e hexilésteres de acidos cindmicos,* realizou-se a medicio do coeficiente de partilha
octanol-agua dos compostos, o qual é expresso no respetivo logaritmo (log P). Verificou-se
que a incorporagao do grupo hexilo nas amidas e ésteres aumentou os respetivos valores
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em comparagao com os acidos cinamicos, o que se traduz em maior lipofilia. Os valores de
log P dessas amidas eram inclusivamente compativeis com os teoricamente previstos para
permitir a passagem dos compostos através de membranas biolégicas.*

Esta abordagem pode ser aprofundada pela aplicagao da Regra de Lipinski, segundo a
qual a previsao da capacidade de um composto de ser absorvido e de transpor membranas
biologicas passivamente, relacionada com a sua solubilidade e permeabilidade, pode ser feita
pela aplicagao de quatro critérios: peso molecular, log P, nimero de dadores de ligagoes de
hidrogénio e nimero de aceitadores de ligacdes de hidrogénio.” Todos os requisitos foram
cumpridos pelas hexilamidas de 4cidos cindmicos estudadas.** No mesmo trabalho, foi
proposto que a maior lipofilia das hexilamidas foi a causa do aumento da atividade face aos
respetivos acidos, uma vez que, preservando a sua capacidade de interagirem com grupos
polares de moléculas das membranas, podiam atingir maiores concentragoes nas
proximidades destas.**

Também no estudo da atividade antitumoral de hexilamidas referido no subcapitulo
3.2,” foi proposto que a maior lipofilia daquelas comparativamente aos respetivos acidos, em
consequéncia da incorporagao do grupo hexilo, foi responsavel pela sua maior atividade
devido a maior facilidade em atravessar membranas, aumentando a sua concentracao
intracelular.”

E ainda sugerido por alguns autores que o valor de log P ideal, que confere a um
composto a lipofilia mais adequada para alcangar o seu alvo farmacologico, € alcangado pela
presenca na respetiva estrutura de uma cadeia alquilada com 5 a 9 atomos de carbono."
Deste modo, as hexilamidas de acidos cinamicos podem preservar ou potenciar a atividade
de compostos estruturalmente relacionados. O estudo ja referido sobre compostos com
atividade inibitéria das COX* pode ser um indicio de que serd possivel sintetizar
hexilamidas de acidos cinamicos com o mesmo tipo de atividade.

No ambito deste projeto de investigagao, foram selecionados varios acidos cinamicos
hexilamidas. Destas, trés serao referidas na presente monografia, sintetizadas a partir dos
acidos 3,4-dimetoxicinamico, 3-hidroxi-4-metoxicinamico (também chamado isoferulico) e
3,4-(metilenodioxi)cinamico. O Esquema | resume as reagoes de conversao dos acidos
cinamicos em estudo nas respetivas hexilamidas.

Ao supor que, a semelhanga dos estudos anteriores com hexilamidas de acidos
cindmicos, a por¢ao do acido cinamico dos compostos sera determinante para a sua
atividade, optou-se ainda por explorar a hipotese de sintetizar compostos com uma cadeia

alquilada de 6 atomos de carbono, mas com duas unidades de acido cinamico; isto &,
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compostos do tipo N,N’-diacil-1,6-diamino-hexano, a partir do respetivo acido cinamico e de
um |,6-diamino-hexano modificado. Esta abordagem sé foi iniciada para o acido 3,4-
-(metilenodioxi)cinamico, no sentido de testar um método de sintese deste tipo de
compostos, e nao chegou a ser concluida até a data. Porém, por se tratar de uma sintese
que envolve trés reagoes sequenciais (Esquema 2), das quais duas foram concretizadas, sera
feita a devida referéncia.

A Tabela 5 e os Esquemas | e 2 estabelecem um sistema de identificagado numérica
para os compostos envolvidos neste trabalho de investigagao, que servira para abreviar a

designagao dos mesmos até ao final da presente monografia.
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Esquema |: Reac¢oes de sintese de hexilamidas de acidos cindmicos e respetivo sistema de
numeragao dos atomos de carbono.
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Esquema 2: Sequéncia reacional de sintese de compostos com duas fungoes amida.

Tabela 5: Identificagao numérica de compostos.

Nudmero Nome
I acido 3,4-dimetoxicinamico
2 acido 3-hidroxi-4-metoxicinamico
3 acido 3,4-(metilenodioxi)cinamico
4 hexilamida do acido 3,4-dimetoxicindmico
5 hexilamida do acido 3-hidroxi-4-metoxicinamico
6 hexilamida do acido 3,4-(metilenodioxi)cindmico
7 hexilamina
8 N-(3,4-(metilenodioxi)cinamoil)-N’-terc-butiloxicarbonil- | ,6-diamino-hexano
9 N-(3,4-(metilenodioxi)cinamoil)-1,6-diamino-hexano
10 N,N’-di(3,4-(metilenodioxi)cinamoil)- ,6-diamino-hexano

N-terc-butiloxicarbonil-1,6-diamino-hexano

4.]1.2. Métodos de sintese e mecanismos reacionais

Uma amida poderia ser sintetizada diretamente a partir de um acido carboxilico e de

uma amina, numa Unica reagao de substituicio de acilo por adigao-eliminagio.'” Neste caso,

o primeiro passo da reagao seria a ligagao do grupo amina, nucledfilo, ao atomo de carbono
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do grupo carboxilo, formando um intermediario tetraédrico.'” Porém, a execugio pratica
deste tipo de reacao ¢ dificultada pelo facto de as aminas, dentro dos reagentes comuns nas
reagoes de substituicao de acilo, serem as melhores bases, pelo que ha tendéncia para
ocorrer uma reagao acido-base, com a amina a captar o protio carboxilico.'” Assim, uma
reacao direta entre um acido e uma amida sé ocorreria se fossem criadas condicoes
proprias, nomeadamente uma temperatura bastante elevada, pelo que se torna necessario
substituir o acido carboxilico por um derivado ativado.'

A obtencao de derivados ativados de acidos cinamicos pode ser feita com recurso a
um sal denominado hexafluorofosfato de (benzotriazol-I-iloxi)tris(dimetilamino)fosfénio
(BOP) e a uma base, a trietilamina (TEA), estando todos os reagentes dissolvidos num
solvente organico adequado, como a dimetilformamida (DMF).*® A TEA desprotona o 4cido
cindmico no grupo carboxilo, fazendo com que o carboxilato se ligue, pelo atomo de
oxigénio com carga negativa, ao atomo de fésforo do catiao do BOP, que tem carga positiva,
formando um éster de fosforo; o grupo que antes estava ligado ao atomo de fosforo liberta-
-se sob a forma de anido benzotriazol-1-éxido.”” Trata-se de um nucledfilo, que se vai ligar
ao atomo de carbono da funcao éster,” originando um intermediério tetraédrico. Segue-se a
eliminagao do grupo fosforado sob a forma de hexametilfosforamida (HMPA), formando-se
um novo éster.”” Este composto constitui um derivado ativado do 4cido cindmico inicial e ja
esta em condi¢oes de reagir com a hexilamina numa reacao de substituicio de acilo por
adi¢ao-eliminagio, originando a amida (Esquema 3).”” Deve ser referido que a HMPA é um
composto toxico e cancerigeno,” pelo que a aplicabilidade desta técnica esta restringida a
sinteses de pequena escala.

Na sequéncia desta técnica de sintese, deve ser realizado work-up da mistura
reacional, adicionando em primeiro lugar écido cloridrico (HCI)** para neutralizar bases,
nomeadamente TEA, formando-se cloridrato de TEA. Em seguida, adiciona-se agua,** para
remover o sal formado. Depois, a mistura é tratada com hidrogenocarbonato de sodio
(NaHCO:),** para neutralizar o excesso de HCI, e por fim volta-se a adicionar 4gua® para

eliminar o excesso de NaHCO,.
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Esquema 3: Mecanismo de sintese de hexilamidas de acidos cindmicos com recurso a BOP.

Relativamente a sintese de compostos do tipo N,N’-diacil-1,6-diamino-hexano, com
duas fungoes amida, chegou a ser considerada uma reagao direta da hexametilenodiamina
com dois equivalentes de um acido cinamico. Porém, verificou-se experimentalmente que
uma reagao nestas condigoes nao origina nem o produto pretendido, nem o respetivo
precursor com apenas uma unidade de acido cindmico. Deste modo, optou-se por introduzir
uma funcao amida de cada vez. Para este efeito, é utilizado um derivado da referida diamina,
o qual tem um grupo protetor BOC (terc-butiloxicarbonilo) ligado a um dos atomos de
azoto. Assim, a primeira reagao introduz uma ligacao amida entre o acido cinamico e a
diamina modificada, segundo os principios ja descritos neste subcapitulo (sintese através de
um derivado ativado com recurso a BOP). A segunda reagao conduz a desprote¢ao da amina
pela remogao do grupo BOC, através do tratamento do produto da primeira reagio com
uma mistura de HCl e metanol I:l, em metanol, 2 temperatura ambiente.” A terceira
reagao, que até a data nao foi realizada, iria consistir na reagao entre o grupo amina livre e
uma outra molécula do acido cinamico utilizado, em moldes idénticos a primeira reagao,

introduzindo a segunda fungao amida e levando a obtencao do produto pretendido.
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4.2. Materiais, equipamentos e reagentes

O progresso de todas as reagoes foi controlado por cromatografia em camada fina
(TLC) usando placas de silica gel 60 F254, as quais foram reveladas primeiro sob luz
ultravioleta e depois com vapor de iodo. Nas cromatografias em coluna, utilizou-se silica gel
60 (0,063 — 0,200 mm) como fase estacionaria. Os intervalos de fusao (Pf) dos compostos
sintetizados foram determinados num aparelho Bichi Melting Point B-540. Todos os
espetros infravermelho (IV) foram obtidos num espectrometro Jasco 420FT/IR. Os espetros
de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e "*C, foram obtidos num Varian Unity 400 a
frequéncias de 400 MHz e 100 MHz, respetivamente, e os desvios quimicos foram registados
em valores 0 em partes por milhao (ppm) relativamente ao padrao interno utilizado —
tetrametilsilano; os valores das constantes de acoplamento (f) sao expressos em hertz
(Anexos 5 a 8).

Quanto aos fornecedores dos principais reagentes usados, o composto | foi
adquirido junto da Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Alemanha), o composto 2 junto da
Carbosynth Limited (Berkshire, Reino Unido) e o composto 3 junto da Alfa Aesar

(Karlsruhe, Alemanha).

4.3. Procedimento geral para a sintese, purificacao e caracterizacao das
hexilamidas dos acidos 3,4-dimetoxicinamico (4), 3-hidroxi-4-metoxicinamico (5)

e 3,4-(metilenodioxi)cinamico (6)

A sintese das amidas 4, 5 e 6 foi realizada a partir dos acidos cindmicos I, 2 e 3,
respetivamente, os quais foram inicialmente dissolvidos em dimetilformamida (DMF) e
trietilamina (TEA). A solugao assim obtida foi arrefecida num banho de agua com gelo e
procedeu-se a adicao sequencial de hexilamina e de uma solucao de hexafluorofosfato de
(benzotriazol- | -iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio  (BOP) em  diclorometano (CH,Cl,),
preparada imediatamente antes. O sistema foi colocado em agitagdo a temperatura de 0 °C
durante 30 min e depois a temperatura ambiente durante um periodo de tempo especifico
para cada reagiao (mantendo a agitagao). Posteriormente, o CH,Cl, foi removido a pressao
reduzida e a mistura resultante foi diluida com 70 mL de agua destilada. Procedeu-se a uma
extragao com 2 porg¢oes de 70 mL de acetato de etilo, que foram imediatamente reunidas e
lavadas com 2 porgoes de 70 mL de HCI | N, 70 mL de agua destilada, 2 porgoes de 70 mL
de solugao de NaHCO; a 5% e, por fim, mais 70 mL de agua destilada. Realizou-se a secagem
da fase organica com sulfato de magnésio (MgSO,) anidro, sendo depois filtrada e
concentrada a pressao reduzida. Obteve-se um crude que foi purificado por recristalizagao
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e/ou por cromatografia em coluna, resultando nas hexilamidas correspondentes (compostos

4,5 e 6).

4.3.1. N-hexil-3-(3,4-dimetoxifenil)-2-propenamida (4)

Na sintese deste composto foram utilizados: 500,0 mg (2,40 mmol) de composto |;
5,5 mL de DMF; 0,34 mL de TEA; 0,32 mL (2,40 mmol) de hexilamina; 1,06 g (2,40 mmol) de
BOP; e 5 mL de CH,Cl,. A reagio decorreu com agitagao a 0 °C durante 30 min e depois a
temperatura ambiente durante 4 h 45 min. O progresso da reagao foi controlado por TLC,
comparando uma solugao do composto | em acetato de etilo com uma amostra do sistema
reacional, usando como fases moveis uma mistura de éter de petréleo e acetato de etilo 5:5
e uma mistura de cloroformio e metanol 9:1. O crude obtido apds work-up foi purificado por
recristalizacio com acetato de etilo, resultando em 532,4 mg de composto 4, o que
corresponde a um rendimento de 76%. Pficeuto de iy 95-98 °C. IV (ATR) Vi cm™': 3283
(N-H), 1650 (C=0), 1136 (C-O). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d,) &: 0,87 (3H, t, | = 6,5,
—CH;), 1,27 (6H, m, —CH,(3’-5")), 1,44 (2H, m, —CH,(2")), 3,15 (2H, m, —CHy(I)), 3,78 (3H,
s, -OCH;3), 3,79 (3H, s, -OCH,), 6,49 (IH, d, ] = 15,7, -CH(a)), 6,97 (IH, d, | = 8,3,
—CH(5)), 7,10 (IH, dd, ] = 6,8, | = 1,5, —-CH(6)), 7,14 (IH, s, -CH(2)), 7,33 (IH, d, ] = 15,7,
—CH(B)), 7,95 (IH, t, ] = 5,5, -NH). "C RMN (100 MHz, DMSO-d,) &: 13,8 (CHs), 22,0
(C-5), 26,1 (C-4), 29, (C-3’), 30,9 (C-2’), 38,5 (C-I’), 55,3, 55,4 (—-OCH;), 109,8 (C-5),
11,6 (C-6), 120,0 (C-2), 121,2 (C-a), 127,7 (C-1), 138,3 (C-B), 148,8 (C-4), 149,9 (C-3),
165,0 (C=0).

4.3.2. N-hexil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-propenamida (5)

Na sintese deste composto foram utilizados: 500,0 mg (2,57 mmol) de composto 2;
6 mL de DMF; 0,36 mL de TEA; 0,34 mL (2,57 mmol) de hexilamina; 1,14 g (2,57 mmol) de
BOP; e 6 mL de CH,Cl,. A reagio decorreu com agitagao a 0 °C durante 30 min e depois a
temperatura ambiente durante 5 h. O progresso da reagao foi controlado por TLC,
comparando uma solugao do composto 2 em acetato de etilo com uma amostra do sistema
reacional, usando como fases moveis uma mistura de éter de petréleo e acetato de etilo 4:6
e uma mistura de cloroféormio e metanol 9:1. O crude obtido apos work-up foi purificado por
cromatografia em coluna usando uma mistura de hexano e acetato de etilo como fase movel,
resultando em 306,5 mg de composto 5, o que corresponde a um rendimento de 43%.

Pf hexano / aceato de etioy 102-103 °C. IV (ATR) Vo cm™: 3321 (O-H e N-H), 1642 (C=0), 1126
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(C-0). 'H RMN (400 MHz, DMSO-d,) &: 0,87 (3H, t, | = 6.8, —CHy), 127 (6H, m,
—CHy(3-5")), 1,43 (2H, m, =CH,(2’)), 3,14 (2H, m, —CHy(1")), 3,79 (3H, s, ~OCH}), 6,38 (IH,
d, ) = 15,7, —=CH(a)), 6,93 (2H, m, ~CH(5,6)), 6,96 (IH, bs, ~CH(2)), 7,25 (IH, d, ] = 15,7,
—CH(B)), 7,96 (IH, t, | = 5,6, -NH), 9,15 (IH, s, ~OH). >*C RMN (100 MHz, DMSO-dj) &:
13,8 (CHs), 22,0 (C-5), 26,1 (C-4), 29,1 (C-3'), 30,9 (C-2), 38,5 (C-1"), 55,5 (-OCH}), 112,0
(C-a), 113,2 (C-6), 119,6 (C-2), 120,0 (C-5), 127,8 (C-1), 138,4 (C-B), 146,6 (C-4), 149,0
(C-3), 165,0 (C=O).

4.3.3. N-hexil-3-(3,4-(metilenodioxi)fenil)-2-propenamida (6)

Na sintese deste composto foram utilizados: 500,0 mg (2,60 mmol) de composto 3;
6 mL de DMF; 0,37 mL de TEA; 0,34 mL (2,60 mmol) de hexilamina; 1,15 g (2,60 mmol) de
BOP; e 6 mL de CH,Cl,. A reagio decorreu com agitagao a 0 °C durante 30 min e depois a
temperatura ambiente durante 5 h 30 min. O progresso da reagao foi controlado por TLC,
comparando uma solugio do composto 3 em CH,Cl, com uma amostra do sistema
reacional, usando como fases moveis uma mistura de éter de petroleo e acetato de etilo 5:5
e uma mistura de cloroformio e metanol 9:1. O crude obtido apds work-up foi purificado por
recristalizacio com acetato de etilo, resultando em 472,3 mg de composto 6, o que
corresponde a um rendimento de 66%. Pficuto de ey 80-81 °C. IV (ATR) Vi cm™: 3305
(N-H), 1647 (C=0), 1604 (C=C), 1527 (N-H), 1253 (C-N), 1037 (C-O). 'H RMN
(500 MHz, DMSO-dy) 6: 0,86 (3H, t, ] = 7, —CHs), 1,35 (8H, m, —CH,(2’-5%)), 3,14 (2H, m,
—CHy(1)), 6,06 (2H, s, -O-CH,~-O-), 6,45 (IH, d, | = 15,7, -CH(w)), 6,93 (IH, d, | = 7,65,
—CH(6)), 7,05 (IH, dd, Js¢ = 7,65, Js, = 1,55, -CH(5)), 7,12 (IH, d, /5= 1,55, —-CH(2)), 7,31
(IH, d, ] = 15,7, =CH(B)), 7,95 (IH, t, ] = 5,5, -NH). *C RMN (125 MHz, DMSO-d,) &: 13,8
(CH;), 21,9 (C-5), 26,1 (C-4’), 29,0 (C-3’), 30,9 (C-2), 38,6 (C-1"), 101,3 (O-CH,-O), 106,0
(C-a)), 108,4 (C-6), 120,4 (C-5), 122,9 (C-2), 129,3 (C-1), 138,0 (C-B), 147,8 (C-4), 148,2
(C-3), 164,8 (C=0).
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4.4. Procedimento para a obtencao e purificacio dos compostos precursores do

N,N’-di(3,4-(metilenodioxi)cinamoil)-1,6-diamino-hexano (10)

4.4.1. N-(3-(3,4-(metilenodioxi)fenil)-2-propenoil)-N’-terc-butiloxicarbonil- | ,6-diamino-
-hexano (8)

Uma porgao de 277,2 mg (1,44 mmol) do composto 3 foi dissolvida em 3,5 mL de
DMF e 0,21 mL de TEA, obtendo-se uma solucao que foi prontamente arrefecida num banho
de agua com gelo. Foram adicionados 0,33 mL (1,44 mmol) de N-BOC-I,6-diamino-hexano,
seguidos de uma solugao de 637,5 mg (1,44 mmol) de BOP em 4 mL de CH,Cl,. O sistema
reacional foi mantido, sempre sob agitagdo, a 0 °C durante 30 min, e depois a temperatura
ambiente durante 4 h 30 min. O progresso da reagao foi controlado por TLC, comparando
uma solugao do composto 3 em CH,Cl, com uma amostra do sistema reacional, usando
como fases moveis uma mistura de hexano e acetato de etilo 3:7 (que foi alterada no
decurso da reagao para 4:6) e uma mistura de cloroférmio e metanol 9:1. Terminada a
reagao, o CH,Cl, foi removido a pressao reduzida e a mistura resultante foi diluida com
70 mL de agua destilada. Procedeu-se a uma extragao com 2 porg¢oes de 70 mL de acetato
de etilo, que foram imediatamente reunidas e lavadas com 2 porg¢oes de 70 mL de HCI | N,
70 mL de agua destilada, 2 por¢oes de 70 mL de solugao de NaHCO; a 5% e por fim mais
70 mL de agua destilada. Realizou-se a secagem da fase organica com MgSO, anidro, sendo
depois filtrada e concentrada a pressao reduzida. Obteve-se um crude que foi purificado por
recristalizacdo em acetato de etilo, originando 290,6 mg de composto 8, o que corresponde
a um rendimento de 52%. Uma nova analise por TLC revelou que o produto obtido ainda
continha impurezas, pelo que se realizou uma cromatografia em coluna usando uma mistura
de hexano e acetato de etilo como fase movel. Foram obtidos 264,8 mg de composto 8,
correspondentes a um rendimento de 47%, dos quais se recolheu uma quantidade analitica
de uma fragao altamente pura para se efetuar a medicao do intervalo de fusao.

I:)'F(hexano [ acetato de etilo) I 29' I 30 OC-

4.4.2. N-(3-(3,4-(metilenodioxi)fenil)-2-propenoil)- I ,6-diamino-hexano (9)

Uma porgao de 167,7 mg (0,43 mmol) do composto 8 foi dissolvida em |5 mL de
metanol. Colocou-se esta solugao em agitagao a temperatura ambiente e foi-lhe adicionado
| mL de uma mistura de HCl| e metanol |:l, gota a gota. O progresso da reagao foi
controlado por TLC, usando como fases moveis uma mistura de hexano e acetato de etilo

4:6 e uma mistura de cloroférmio e metanol 9:1. A reagao decorreu durante 24 h, sempre
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com agitagao a temperatura ambiente. Procedeu-se a remogao do metanol a pressao
reduzida. A mistura obtida foi colocada num banho de gelo, com agitagao, e foi-lhe
adicionada solugao de NaHCO; a 10%, gota a gota, até o pH da mistura alcangar um valor
entre 8 e 9, tendo sido usados 60 mL da referida solucao. Fez-se extracao da mistura com 3
porcoes de 70 mL de acetato de etilo, as quais foram reunidas e lavadas com 3 porg¢oes de
70 mL de agua destilada. Realizou-se a secagem da fase organica com sulfato de sédio
(Na,SO,) anidro, sendo depois filtrada e concentrada a pressao reduzida. Foram obtidos

21,0 mg de composto 9, o que corresponde a um rendimento de 17%.

5. ESTUDO DA ATIVIDADE INIBITORIA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS
SOBRE AS CICLO-OXIGENASES

5.1. Fundamento teérico e resumo do método

através de um ensaio in vitro em sangue venoso total, colhido de voluntarios humanos
saudaveis apos consentimento informado.

O ensaio de inibicao da COX-I| envolveu o tratamento da amostra biologica com
TXBSI (inibidor da tromboxano sintetase) e o composto em estudo, seguido da adicao de
ionéforo de célcio para ativar a conversiao de AA pela COX-I nas plaquetas.”

No ensaio de inibicado da COX-2, a amostra bioldgica foi inicialmente tratada com
TXBSI, composto em estudo e acido acetilsalicilico (inibidor irreversivel da COX-I),
adicionando-se posteriormente lipopolissacarideo de uma estirpe bacteriana para induzir a
expressao da COX-2,* sobretudo nos monécitos.*

Em ambos os ensaios, a catdlise enzimatica foi cessada pela colocagao das amostras
em gelo, sendo as mesmas centrifugadas e os respetivos sobrenadantes recolhidos e
efetuada pela quantificagao de PGE, nas amostras biologicas através de um ensaio
imunoenzimatico. Foram testadas varias concentragoes dos compostos em analise: 3,| a

100 uM paraa COX-1 € 0,08 a 100 uM para a COX-2.

5.2. Resultados e discussao

A Tabela 6 mostra a percentagem de inibicao de cada isoforma da COX alcangada
por cada composto, tendo como referéncia (controlo positivo) a inibicio provocada nas

mesmas condigoes pela indometacina e pelo celecoxib na concentragao de | pM.
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Composto Inibicao da COX-1 (%) * Inibicao da COX-2 (%) * log P **¥

4 N.A# (100 uM) N.A. (100 pM) 2,91
12,5 M - 569 % 12,5 pM - 10£5 %

5 2,63
100 uM - 8546 % 100 uM - 7947 %

6 N.A. (100 pM) N.A. (100 uM) 3,37

* Dados obtidos pelo grupo da Prof.* Doutora Eduarda Fernandes (UCIBIO/REQUIMTE, Laboratério
de Quimica Aplicada, Departamento de Ciéncias Quimicas, Faculdade de Farmacia da Universidade
do Porto)

** Estimativa obtida através do software ChemDraw® (PerkinElmer, Inc.)

% N.A. = nao ativo

Os compostos 4 e 6, isto é, as hexilamidas dos acidos 3,4-dimetoxicinamico e 3,4-
-(metilenodioxi)cinamico, revelaram auséncia de atividade inibidora das COX em todo o
intervalo de concentragoes estudado.

Por sua vez, o composto 5 (hexilamida do acido 3-hidroxi-4-metoxicindmico) inibe
tanto a COX-1 como a COX-2. Em ambas as isoformas, a extensao de inibicao cresce com
o aumento da concentragao do composto. A extensao de inibicao da COX-I foi superior a
da COX-2 em ambas as concentragdes testadas, mas com maior diferenca em 12,5 pM: o
racio de seletividade (aqui definido como a razao entre a extensao de inibicio da COX-I e
da COX-2) foi igual a 5,6 para esta concentragao, enquanto para 100 uM foi igual a I,I.
Estamos, portanto, perante um inibidor da COX-1 e da COX-2, mas sobretudo da primeira.
Deve ser tido em conta que a melhor estimativa da seletividade de um inibidor das COX ¢é
obtida a partir dos valores de ICs, (concentragao de inibidor que causa 50% da inibigao
méxima),” pardmetro que nio foi determinado neste estudo.

A comparagao das estruturas das hexilamidas testadas mostra que as unicas
diferengas estruturais entre os compostos residem nos substituintes do anel aromatico, o
moléculas. O composto 4 apresenta, no anel, grupos 3-metoxilo e 4-metoxilo e o composto
6 um grupo 3,4-metilenodioxi: como nenhum destes compostos mostrou ser ativo, parece
que nenhum dos grupos referidos confere atividade as hexilamidas de acidos cinamicos. Por
sua vez, a substituicio no anel do grupo 3-metoxilo por um 3-hidroxilo, que é a Unica
da COX-2, sobretudo da primeira. Poder-se-a assim prever que a presenga de um grupo

3-hidroxilo no anel aromatico de uma hexilamida de um acido cinAmico confere ou aumenta
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a sua atividade inibitoria das COX, provavelmente por permitir o estabelecimento de
ligagoes de hidrogénio adicionais com o centro ativo.

Considerando que a quantificagao da atividade foi realizada por um ensaio em sangue
total, pode-se prever que as trés hexilamidas estudadas conseguiram alcangar o alvo
farmacologico em estudo — as COX; localizadas dentro das células — uma vez que a presenca
do grupo hexilo Ihes conferiu maior lipofilia, permitindo-lhes atravessar a membrana das
células sanguineas com maior facilidade. Deste modo, as diferengas de atividade verificadas
ter-se-ao devido unicamente a capacidade dos compostos em inibir cada uma das isoformas
das COX, o que valida as conclusoes expostas no paragrafo anterior. Um argumento a favor
desta observagao é o facto de cada uma das hexilamidas cumprir os quatro requisitos da
regra de Lipinski: ter menos de 5 grupos dadores e menos de |10 grupos aceitadores de
ligagoes de hidrogénio, apresentar log P estimado inferior a 5 e ter uma massa molecular
inferior a 500 Da.” Ainda assim, o log P deveria ser confirmado experimentalmente, ja que

ha sempre a possibilidade de nio corresponder ao valor previsto."

6. CONCLUSOES

O trabalho laboratorial descrito na presente monografia resultou na obtencao de
trés hexilamidas de acidos cinamicos diferentes. O método de sintese selecionado revelou-
-se exequivel e fiavel para as rea¢oes levadas a cabo, na medida em que os compostos
apresentaram um elevado grau de pureza apos serem submetidos a técnicas de purificagao
convencionais em Quimica de sintese. Tal pureza foi evidenciada pelos TLC efetuados, pelos
intervalos de fusao medidos e pelos espetros de RMN, os quais nao apresentaram sinais
inesperados. Também os rendimentos das reagoes estiveram de acordo com os verificados
anteriormente para o mesmo tipo de compostos.”

Por sua vez, a sintese que havia sido proposta para a obtengao de um composto do
tipo hexilamida com dois grupos cinamoilo nao chegou a ser completada, tendo ficado
evidente que o segundo dos trés passos previstos — a remogao do grupo BOC — apresentou
um rendimento muito baixo. Apesar de o composto que se tentou sintetizar provavelmente
nao ter atividade, uma vez que a hexilamida simples do acido utilizado (3,4-
-(metilenodioxi)cinamico) nao revelou atividade inibitoria das COX, a opgao por esse acido
cinamico teve em conta o facto de nao apresentar grupos hidroxilo (os quais sao reativos), o
que teoricamente iria facilitar a obtencao do produto pretendido. Podera ser feito um novo

esforgo no sentido de obter e quantificar a atividade de um composto deste tipo, mas deve
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ser tido em conta se o método de sintese adotado sera o mais adequado ou se podera ser
melhorado.

Relativamente a atividade evidenciada pelas hexilamidas, o reduzido numero destas
restringiu as consideragoes que puderam ser feitas sobre as relagoes estrutura-atividade,
mas deu para perceber que a presenga de um grupo hidroxilo no carbono 3 do anel
aromatico parece dar um contributo decisivo para dotar de atividade uma hexilamida de um
acido cinamico, enquanto a presenga de grupos metoxilo ou metilenodioxi nos carbonos 3 e
4, por si s6, nao confere atividade ao composto. A importancia atribuida a fungao hidroxilo
esta na mesma linha dos estudos anteriores sobre atividade antioxidante e antitumoral deste
tipo de compostos.***® A (nica hexilamida obtida que manifestou atividade, a do 4cido
3-hidroxi-4-metoxicinamico (ou isoferulico), mostrou ser ativa na inibicao tanto da COX-I
como da COX-2, com maior ponderacdo da primeira. Assim, a expetativa de obter
inibidores com maior seletividade para a COX-2, devido a maior relevancia desta em
fenomenos de inflamagao, nao foi cumprida para estes trés compostos. Porém, o projeto de
investigacdo em que o presente trabalho se inseriu contemplou a sintese de outras
hexilamidas de acidos cinamicos, algumas das quais revelaram uma atividade inibitoria
interessante em termos de seletividade. A reuniao dos dados obtidos no decurso de todo o
projeto esta a ser compilada num artigo que se encontra em fase final de redagao, com o

objetivo de ser divulgado numa publicacao cientifica da especialidade.
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ANEXOS

Anexo |: Modelo estrutural da COX-I. Adaptado de Kulmacz et al.”
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Anexo 2: Mecanismo de conversio de AA em PGG, pelas COX. Adaptado de Rouzer et al. *
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Anexo 3: Mecanismo de conversao de PGG, em PGH, e regeneragao do heme férrico no
centro ativo peroxidase das COX. Adaptado de Rouzer et al. *
O
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Anexo 4: Estruturas dos AINEs (de primeira geragao e coxibs) referidos no capitulo 2.
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Anexo 5: Espetro de 'H RMN da hexilamida do 4cido 3,4-dimetoxicindmico.
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Anexo 6: Espetro de *C RMN da hexilamida do acido 3,4-dimetoxicinimico.
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Anexo 7: Espetro de 'H RMN da hexilamida do 4cido 3-hidroxi-4-metoxicinimico.
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Anexo 8: Espetro de *C RMN da hexilamida do acido 3-hidroxi-4-metoxicindmico.
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Relatorio de estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Estadio



ABREVIATURAS

DClI denominagao comum internacional

DCV doenca cardiovascular

LDL lipoproteina de baixa densidade (low density lipoprotein)
MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MNSRM  medicamento nao sujeito a receita médica

MSRM medicamento sujeito a receita médica

PCHC produto cosmético e de higiene corporal

SWOT  pontos fortes, pontos fracos, oportunidades, ameagas (strengths, weaknesses,

opportunities, threats)
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I.INTRODUCAO

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
lecionado na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra dita que a realizagao de um
estagio curricular em Farmacia Comunitaria no quinto ano é condicao sine qua non para a
conclusao do curso. De facto, a relevancia desta area no setor farmacéutico é inegavel, ja
que a maioria dos farmacéuticos em Portugal exerce nela a sua profissao.' Por outro lado, o
papel intrinseco da Farmacia Comunitaria na promogao da salde da populagio é
fundamental, por garantir em grande parte o acesso dos cidadaos aos medicamentos,
assegurando ainda a prestagao de cuidados de salde em vertentes que se tém vindo a
diversificar cada vez mais.” Assim, facilmente se percebe a importincia deste estagio como
primeiro contacto com o exercicio da profissao farmacéutica.

O presente relatério incide sobre o estagio curricular em Farmacia Comunitaria que
realizei entre janeiro e maio de 2018 na Farmacia Estadio, sob a orientagao da Dra. Ana

Isabel Rebelo.

2. ANALISE SWOT

A andlise da minha experiéncia numa perspetiva abrangente, relacionando o estagio, a
farmacia e a minha formagao académica, sera realizada por uma analise SWOT,
apresentando os pontos fortes e fracos intrinsecos ao ambiente de estigio e ao meu
desempenho, bem como as oportunidades e ameagas externas ao mesmo que influenciaram

a minha experiéncia (Anexo I).

2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Localizagao da farmacia

A Farmacia Estadio localiza-se na Rua D. Joao lll, em Coimbra, nas imediagoes do
bairro da Solum. Insere-se numa zona da cidade fortemente urbanizada, com uma elevada
densidade populacional. Os habitantes desta zona encontram assim nesta farmacia uma
vantagem imediata — a localizagao. Além disso, esta area é abundante em infraestruturas de
interesse publico (escolas, espagos comerciais, bancos, instalagoes desportivas, etc.) e
transportes coletivos, pelo que ha um nimero consideravel de pessoas provenientes de

outras zonas da cidade, ou até de fora desta, que sao utentes da farmacia. Outro aspeto
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muito importante é a presenca de um numero elevado de clinicas e outras instituicoes
privadas de salde perto da farmacia: a titulo de exemplo, duas dessas clinicas estao situadas
ao lado da farmacia e incluem nos seus quadros um conjunto de médicos considerados
altamente reputados. Estas instituigoes atraem nao s6 conimbricenses, mas também pessoas
de outras regioes do pais, que ali se deslocam para consultas médicas. Muitas destas pessoas
deslocam-se a farmacia quando saem da respetiva clinica para aviarem receitas que
eventualmente |hes tenham sido prescritas. Em suma, pode-se concluir que a localizagao da

Farmacia Estadio lhe confere um niimero potencial de utentes muito elevado.

2.1.2. Perfil demografico dos utentes

A distribuicao etaria e socioeconémica da populagao servida pela Farmacia Estadio é
bastante interessante, permitindo ao estagiario contactar com uma grande diversidade de
utentes. Em termos etarios, a populagao que habita as areas proximas da farmacia inclui
muitas familias com criangas e jovens, mas também um ndmero relevante de idosos,
resultando numa ampla distribuicao etdria dos utentes da farmacia. Por sua vez, uma parte
consideravel da populagao local insere-se num nivel socioecondmico médio a médio-alto,
possuindo um poder de compra acima da média: estas pessoas tém maior tendéncia a
adquirir produtos para além de medicamentos, como PCHCs (produtos cosméticos e de
higiene corporal) e suplementos alimentares, o que permite ao estagiario contactar com
situagcoes de aconselhamento mais diversas. Tal observagao explica-se por estes utentes nao
estarem excessivamente preocupados com a sua despesa; no entanto, talvez por este
motivo, tendem a ser menos recetivos a utilizagaio de medicamentos genéricos. Outros
utentes inserem-se num nivel socioeconomico mais baixo, sobretudo idosos que, face aos
seus recursos financeiros limitados, focam as suas despesas em medicamentos e acabam por
ser mais favoraveis a aquisicao de genéricos. Em suma, a distribuicao socioeconémica dos
utentes tende para um patamar médio-alto mas é também bastante ampla, refletindo-se nas

vendas da farmacia, nos aconselhamentos e na experiéncia adquirida pelo estagiario.

2.1.3. Instalagoes

A Farmacia Estadio transferiu-se para a atual localizagaio em 2006. Esta mudancga
produziu uma melhoria significativa na qualidade e na 4rea das instalagdes,’ das quais destaco
o espago de atendimento, com linhas modernas e dimensoes generosas que permitem a
circulagao de utentes e colaboradores, a exposi¢ao de uma ampla variedade de produtos e a

existéncia de seis balcoes de atendimento. Outros espagos importantes da farmacia incluem
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uma zona de recegao e armazenamento de medicamentos, trés gabinetes de atendimento ao
utente (cada um com valéncias especificas), um laboratério, um armazém, duas instalagoes
sanitarias (uma para utentes e outra para colaboradores), gabinetes de contabilidade e de
Direcao Técnica e uma sala de reunides. A meu ver, a modernidade e funcionalidade das
instalagcoes contribuem para a satisfagao dos colaboradores, para a impressao positiva que os

utentes tém da farmacia e para o bom funcionamento desta.

2.1.4. Sifarma 2000®

O software de gestio e atendimento utilizado na Farmacia Estadio é o Sifarma 2000°.
Como estagiario, utilizei esta ferramenta de trabalho para atender utentes, dar entrada de
encomendas, criar e atualizar fichas de utente, encomendar produtos, criar e regularizar
devolugoes, entre outras tarefas. Por se tratar do software utilizado por mais farmacias em
Portugal,* creio que a experiéncia que adquiri na sua utilizagio se revelard muito importante

se alguma vez trabalhar em farmacia comunitaria.

2.1.5. Aprendizagem das tarefas a desempenhar

Na Farmacia Estddio, os estagiarios sao gradualmente introduzidos as diferentes
tarefas que se espera que eles desempenhem. Deste modo, o meu trabalho comegou na
zona de recegao e armazenamento de medicamentos, onde aprendi a dar entrada de
encomendas e a arrumar devidamente os varios tipos de produtos vendidos na farmacia. Na
semana seguinte, foram-me transmitidos os conhecimentos necessarios a realizacio de
rastreios no gabinete de atendimento ao utente, tarefa que passei a desempenhar. No
decorrer do primeiro més, também aprendi a fazer encomendas e a tratar de devolugoes.
Ao fim de algumas semanas, comecei a observar o atendimento e rapidamente passei a fazé-
-lo. Esta evolugao permite que o estagiario consolide a aprendizagem da realizagao de uma
dada tarefa antes de iniciar a seguinte, tornando-se eventualmente capaz de desempenhar

varias fungoes de forma autobnoma conforme seja necessario.

2.1.6. Realizagao prévia de um estagio de verao

No verao de 2016, realizei um estagio extracurricular numa outra farmacia. Nesse
periodo, tratei sobretudo da recegao de encomendas e do armazenamento de produtos, e o
software de gestio utilizado por essa farmacia era também o Sifarma 2000°. Deste modo,

consegui desempenhar essas tarefas com relativa facilidade logo desde o inicio do estagio na
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Farmacia Estadio. Outro aspeto positivo, relacionado com o facto de ter estagiado em
farmacias diferentes, prende-se com o contacto com sistemas de organizagao e gestao
distintos, que me permitiu compara-los e identificar aspetos positivos e negativos em cada

um.

2.1.7. Rastreios

Os principais servigos farmacéuticos prestados na Farmacia Estadio dizem respeito
aos rastreios que, por ordem decrescente de frequéncia, sao os seguintes: pressao arterial,
glicemia, colesterol total e triglicéridos. O facto de ter comegado a realizar rastreios
autonomamente ainda no inicio do estagio permitiu-me ter um primeiro contacto com os
utentes da farmacia, incluindo alguns fidelizados, com os quais é importante que os
colaboradores mantenham uma relagao de confianga e proximidade. Pude também perceber
que os rastreios sao uma oportunidade para transmitir alguns ensinamentos ao utente, uma
vez que a solicitagao de um rastreio tem sempre por base uma preocupagao com o estado
de saude. Desta forma, o contacto com os utentes neste ambito permitiu-me desde logo
aplicar conhecimentos adquiridos no MICF: com base na histéria clinica relevante, nos
medicamentos tomados e na percegao que o utente tem do seu estado de saude, procurei
esclarecer as suas questoes e prestar um aconselhamento adequado, sobretudo (mas nao so)
quando os parametros medidos apresentavam valores anormais. A transmissao de
conhecimentos também ¢é importante para desmistificar crengas ou receios nao
fundamentados que por vezes os utentes tém. Como exemplo, refira-se o caso de um
utente que, num rastreio de colesterol total, manifestou o seu receio face a possibilidade de,
no futuro, poder ter de iniciar a toma de estatinas. Este receio era devido a opiniao de um
médico, que aparecia regularmente na comunicagao social, segundo o qual as estatinas eram
pouco eficazes e aumentavam o risco de deméncia. Aproveitei a ocasidao para explicar ao
utente que as estatinas, para além de terem eficicia comprovada na diminuicao do “mau
colesterol” (LDL) e da incidéncia de doenga cardiovascular (DCV),>* nio tém evidéncia de

aumento do risco de deméncia.”®

2.1.8. Integragao na equipa e autonomia

A equipa da farmacia inclui quatro farmacéuticos (onde se inclui a Diretora Técnica,
Dra. Ana Isabel Rebelo), uma técnica de farmacia e dois técnicos auxiliares de farmacia, para
além de duas contabilistas e uma funciondria que se encarrega da limpeza das instalagoes.

Com base na minha experiéncia, creio que a equipa tem gosto em acolher estagiarios e o
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meu relacionamento com os colaboradores foi sempre pautado nao sé pelo respeito e pela
cordialidade, mas também pela simpatia. Encontrei sempre na equipa disponibilidade para me
auxiliar perante as minhas dificuldades e empenho no sentido de tornar o estagio proveitoso
e bem-sucedido. Neste ambito, a Diretora Técnica teve uma reuniao com os estagiarios logo
no inicio, onde abordou a evolugao da Farmacia Estadio e do setor farmacéutico em Portugal
nas ultimas décadas, bem como os seus desafios na atualidade e no futuro préximo.

A medida que me fui tornando capaz de desempenhar varias tarefas na farmacia, pude
verificar que a equipa me deu liberdade para trabalhar de forma autébnoma, mas mantendo
sempre a recetividade as minhas duvidas e fazendo as adverténcias necessarias a correc¢ao do
meu desempenho. A meu ver, este aspeto contribui para uma experiéncia de trabalho mais
proxima da realidade e maximiza a aprendizagem por parte do estagiario.

E ainda de referir a inclusio dos estagiarios nas reunides de equipa, realizadas
regularmente, onde eram expostos e debatidos assuntos relacionados com a organizagao e
gestao da farmacia. Os estagiarios foram também esclarecidos sobre a metodologia Kaizen, a
qual é um complemento ao Sistema de Gestao da Qualidade implementado na farmacia que
guia o funcionamento desta. O objetivo principal da metodologia é a melhoria continua,’
tanto ao nivel da organizacdo e gestio, como no servico prestado aos utentes. Neste
ambito, a farmacia definiu varios indices de desempenho que sao quantificados mensalmente
para cada colaborador, incluindo estagiarios. Os resultados desses indices permitem ao

estagiario avaliar o seu trabalho e ver em que aspetos é que ele pode melhorar.

2.1.9. Variedade dos conhecimentos aplicados no aconselhamento

Os conhecimentos adquiridos na minha formagao académica permitiram-me
aconselhar os utentes numa grande variedade de dominios, desde esclarecimentos sobre
medicamentos sujeitos a receita médica (MSRMs) a indicagao de medicamentos nao sujeitos
a receita médica (MNSRMs) adequados para o tratamento de afegoes simples (vide capitulo
3), nao se restringindo a estes campos. Outro fator que contribuiu para a diversidade de
solicitagoes com que me deparei foi o periodo em que decorreu o estagio, que refletiu a
sazonalidade das necessidades dos utentes: para dar alguns exemplos, comegou no inverno,
quando eram prevalentes as constipagoes e os estados gripais, incluiu o inicio da primavera,
associado a frequentes episodios alérgicos, e terminou em maio, altura em que a procura de

protetores solares ja era muito elevada.
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2.1.10. Evolugao do desempenho

Com o decorrer do estagio, a medida que fui ganhando mais confianga no
desempenho das tarefas, que fui contactando mais com os utentes e que me familiarizei com
os produtos disponibilizados na farmacia, adquiri novos conhecimentos e encontrei novas
oportunidades para aplicar aqueles que ja tinha presentes, o que se traduziu numa evolugao
continua do meu desempenho até ao final do estagio. Posso mesmo afirmar que, se este se

prolongasse por mais tempo, ainda teria mais margem para progredir.

2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Sinais de inexperiéncia no atendimento

Antes do estagio curricular, nunca tinha participado no atendimento ao utente, pelo
que inevitavelmente demorei algum tempo até conseguir desempenhar essa tarefa com o
minimo de autonomia e confianga. A maior dificuldade prendeu-se com a aprendizagem da
operacionalidade do Sifarma 2000® para efetuar vendas, sobretudo quando estas
apresentavam algum grau de complexidade — por exemplo, quando varias receitas eram
aviadas ao mesmo tempo, quando eram adquiridos MSRMs e outros tipos de produtos em
simultaneo, quando era necessario introduzir um plano de comparticipagao especial, entre
outras situagoes. Esta inaptidao refletia-se, por vezes, num tempo de atendimento mais
longo do que seria desejavel. Apercebi-me posteriormente de que, quando tal acontecia,
havia o risco de dois aspetos de grande importancia no atendimento — a comunicagao e o
aconselhamento — serem descurados, devido ao meu receio de aborrecer o utente ao
prolongar ainda mais o atendimento.

Apesar destas dificuldades, contei sempre com o auxilio da equipa da farmacia para a
sua resolugao. Outra atenuante € o facto de os estagiarios usarem uma bata de cor diferente
da restante equipa, com a mengao “Estagiario” visivel, para transmitir aos utentes que quem
os esta a atender esta em formagao nesse sentido. Além disso, com o decorrer do estagio,
fui interiorizando os procedimentos necessarios a realizagao de vendas e tornei-me capaz de
desempenhar essa tarefa com mais confianga e rapidez, passando a dar mais atengao as

restantes componentes do atendimento.
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2.2.2. Adaptagao da comunicagao ao utente

Ao longo do curso, termos como principio ativo ou posologia passam a integrar o
vocabulario cientifico basico do estudante de MICF. Porém, como rapidamente percebi no
estagio, uma parte consideravel da populacao desconhece esse tipo de conceitos, sobretudo
se estivermos a falar de pessoas com baixo nivel de escolaridade ou que nao contactam
regularmente com medicamentos. Outras situagoes relacionadas incluem utentes que nao
sabem identificar o laboratério de um dado medicamento que tomam ou que nao sabem
distinguir um medicamento original de um genérico. Quando comecei a atender utentes, a
personalizagao do atendimento em funcao da literacia cientifica do utente era algo que por
vezes nao tinha em mente, o que inevitavelmente provocou barreiras de comunicagao entre
mim e alguns utentes. Mais uma vez, com o decorrer do estagio, tornei-me capaz de adaptar
o meu discurso a cada tipo de utente e, no caso daqueles que tinham ficha na farmacia,
ganhei o habito de consultar o seu registo de vendas antes de fazer questoes sobre
medicagao crénica que os pudessem confundir, e tais dificuldades acabaram por ser

superadas.

2.2.3. Nomes comerciais de medicamentos

Outro aspeto relevante prende-se com a designagao dos medicamentos por
denominagao comum internacional (DCl) e por nome comercial. Antes de iniciar o estagio,
o estudante de MICF trabalha pouco com nomes comerciais de medicamentos; por sua vez,
o utente, quando opta por um medicamento original, tende a referir-se a ele pelo nome
comercial. Esta situagao também cria dificuldades na comunicagio porque, perante uma
solicitagao do utente relacionada com um medicamento especifico mencionado pelo nome
comercial, um estagiario que nao o conhega nao é capaz de responder imediatamente. Esta
foi uma situagao com que me deparei varias vezes; porém, com a pratica, acabei por ir
retendo cada vez mais nomes comerciais de medicamentos e esta dificuldade foi-se

desvanecendo ao longo do estagio.

2.2.4. Nivel de preparagao em algumas areas de aconselhamento

Embora seja irrealista pensar que o estagiario, quando chega a farmacia, ja esta na
posse de todos os conhecimentos necessarios para o desempenho das suas tarefas, nao
pude deixar de notar que muitas das situagoes em que senti dificuldade no aconselhamento

ao utente se incluiam num de trés dominios, explicitados nos paragrafos seguintes.
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Dermofarmacia e Cosmética foi uma das areas em que senti mais dificuldades no
aconselhamento. Embora eu ja detivesse conceitos teoricos relevantes neste campo,
adquiridos na minha formacao académica, senti muitas vezes que nao os consegui aplicar na
pratica. Mais precisamente, quando confrontado com uma solicitagao do utente neste
ambito, foram varias as ocasides em que tive de pedir auxilio para aconselhar um
determinado tipo de produto adequado ao utente, bem como para identificar produtos
especificos com essas caracteristicas. Verifiquei, por um lado, que a minha capacidade de
indicagao de produtos especificos evoluiu ao longo do tempo de trabalho na farmacia, pelo
contacto com os mesmos e através do estudo de materiais informativos fornecidos pelas
marcas de dermocosmética. Porém, a selegao das caracteristicas do produto mais adequadas
a cada utente é uma capacidade que, embora também tenha evoluido durante o estagio,
poderia ter sido desenvolvida nas unidades curriculares adequadas do MICF, através, por
exemplo, da analise e resolugao de casos praticos.

A opiniao anterior também se aplica no dominio das Preparagoes de Uso Veterinario.
Neste caso, achei a formagao recebida no MICF excessivamente teorica e pouco orientada
para o aconselhamento, notando dificuldade em propor solugoes concretas para as
solicitagoes dos utentes. Embora admita que o desconhecimento dos produtos também tem
aqui um grande peso e vai sendo solucionado com o tempo de trabalho, é do meu entender
que a unidade curricular em causa do MICF poderia ter incluido a analise de casos praticos.

Por fim, um outro dominio de aconselhamento em que tive de pedir auxilio com
muita frequéncia foi o das afegoes oftalmologicas. Trata-se de uma tematica que esta muito
pouco presente no MICF mas que, ao longo do meu estagio, esteve por tras de muitas
solicitagoes de utentes. Com base nos sinais e sintomas, um caso até pode ser resolvido
com um MNSRM a venda na farmacia, mas outras situagoes requerem que se encaminhe o

utente para um oftalmologista, dai a importancia do conhecimento deste campo.

2.2.5. Conhecimentos limitados em algumas areas de farmacoterapia

Partindo do principio que seria impossivel abordar todos os grupos
farmacoterapéuticos no MICF, senti ainda assim algumas lacunas nos meus conhecimentos
relativos a determinados grupos que foram abordados no curso, nomeadamente sobre
farmacos do sistema nervoso. Por oposicao a estes, os conhecimentos sobre outros grupos
lecionados foram sistematicamente consolidados ao longo do curso, em unidades
curriculares que apostam na analise e resolugao de casos praticos. Embora seja dever do

estagiario rever os conteldos lecionados no curso consoante as suas dificuldades, creio que
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teria sido vantajosa no decurso da minha formagao académica uma maior aposta no estudo
de casos praticos envolvendo farmacos do sistema nervoso (e outros cuja abordagem

pudesse ser mais aprofundada), desde a primeira vez que estes foram lecionados.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Participagao em formagoes

Durante o estagio, tive a oportunidade de assistir a quatro formagoes decorridas fora
da farmacia, que tiveram como temas: alergias e anti-histaminicos; suplementos alimentares;
beneficios da contracegao hormonal na pele; e psoriase. A presenga nestas formagoes
permitiu-me nao s6 adquirir novos conhecimentos de relevo para o atendimento, mas
também consolidar conteudos aprendidos no curso. Além destas, uma formacao adicional
sobre desparasitagcao animal foi lecionada por uma médica veterinaria, dentro da farmacia.
Destaco ainda os esclarecimentos prestados sobre gamas de produtos especificas por

representantes de determinadas marcas, que se deslocavam a farmacia para o efeito.

2.3.2. Contacto com profissionais da area da saude

Para além da comunicagao com a equipa da farmacia, o estagio foi uma oportunidade
para contactar com outros profissionais de saude em contexto de trabalho, o que
representa uma competéncia importante para um farmacéutico. Neste ambito, contactei —
sobretudo por via telefébnica — com médicos (por exemplo, em situagdes em que os
medicamentos prescritos estavam esgotados em todos os armazenistas, sendo necessario
alterar a prescrigao), enfermeiros (de varias instituicoes de cariz social que prestam cuidados
de salde, e que recorrem a farmacia para a aquisicao de medicamentos) e também com
outros farmacéuticos ou técnicos de farmacia, quando eram pedidas ou recebidas

solicitagoes de outras farmacias.

2.3.3. Servico de revisao da medicagao

Este servico era disponibilizado na Farmacia Estadio até ha alguns anos atras, de
forma gratuita; porém, a crise que afetou o setor na ultima década tornou a sua prestagao
inviavel. No entanto, a Diretora Técnica manifestou logo no inicio do estagio a sua vontade
de aproveitar a presenga dos estagidrios para retomar este servico nos mesmos moldes, o

que se concretizou nas Ultimas semanas do estagio. Para o efeito, foram selecionados casais
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de utentes (fidelizados) idosos e polimedicados, que foram convidados a ir a farmacia num
horario que lhes fosse conveniente, trazendo consigo os seus medicamentos. Nas consultas
de revisao da medicagao, que decorreram sempre num dos gabinetes de atendimento, os
utentes foram convidados a explicar como tomavam cada um dos seus medicamentos. Estas
informagoes foram registadas numa tabela propria e analisadas no sentido de detetar
eventuais erros de posologia, os quais foram seguidamente explicados aos utentes, com o
objetivo de promover a adesao a terapéutica. Por fim, foram também aconselhadas aos
utentes medidas nao farmacolégicas adaptadas ao seu estado de saude. Apesar do numero
muito reduzido de utentes que marcaram consulta de revisao até ao final do meu estagio,
aqueles fizeram questao de transmitir o seu agrado com o servigo que lhes foi prestado, o
que me leva a concluir que a implementagao deste servico em larga escala nas farmacias seria

altamente benéfica para a populagao.

2.4. Ameacas

2.4.]1. Desconfianca face ao aconselhamento do estagiario

Embora tenha sido uma situagao pouco frequente, nao pude deixar de verificar que
alguns utentes, ao serem atendidos por um estagiario, mostravam pouca confianga no seu
aconselhamento. A meu ver, duas causas desta situagao podem ser a percegao de que se
esta a ser atendido por um estagiario (devido ao uso de uma bata distinta, como ja foi
referido) e a aparente falta de experiéncia transmitida pelo estagidrio (percetivel, por
exemplo, quando aquele nao consegue responder de imediato a solicitagao do utente). Para
resolver situagoes deste tipo, recorri ao auxilio de colaboradores da farmacia, para que

assegurassem ao utente a corregao e pertinéncia do aconselhamento prestado.

2.4.2. Concorréncia dos estabelecimentos de venda de MNSRMs

Verifiquei com apreensao que alguns utentes da farmacia recorrem a esta apenas para
adquirir MSRMs, declarando a sua preferéncia pelos estabelecimentos de venda de MNSRMs
localizados nas proximidades para comprar outros produtos (MNSRMs, PCHCs,
suplementos alimentares, etc.) em virtude dos pregos menores que aqueles praticam. A meu
ver, para a farmacia comunitaria se distinguir desses estabelecimentos e oferecer vantagens
ao utente, o farmacéutico deve destacar-se pelo conhecimento que detém e pelo

aconselhamento, propondo solugoes que satisfagam as necessidades dos utentes — o que
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passa, por exemplo, pela selecao de produtos eficazes e com qualidade para o stock e pelo

alargamento do conjunto de servigos prestados na farmacia.

2.4.3. Desvalorizacao dos conhecimentos do farmacéutico

Numa era em que a informagao esta cada vez mais acessivel em diversas plataformas
€ em que as pessoas se mostram mais preocupadas com a sua saude, os utentes procuram
informar-se sobre esse assunto. No entanto, nem sempre usam os recursos mais adequados
para esse efeito, uma vez que abundam as fontes de informaciao pouco fidedignas. Esta
situagao leva a que alguns utentes sobrestimem o seu verdadeiro nivel de conhecimentos, o
que, nalguns casos, faz com que deem pouco valor as informagoes dadas pelo farmacéutico.
Pode mesmo acontecer que os utentes baseiem os seus habitos em pressupostos errados,
com potenciais implicagoes para a sua saude. O papel do farmacéutico neste ambito passa
por se dotar de um vasto conjunto de conhecimentos cientificamente sustentados (para o
qual é importante a sua formagiao continua) e por estar atento as caracteristicas e

preocupacoes de cada utente, com vista a um aconselhamento relevante e personalizado.

2.4.4. Problemas informaticos

Ocasionalmente, o Sifarma 2000° sofre erros que nio podem ser resolvidos ao nivel
da farmacia e que podem implicar, por exemplo, a necessidade de repetir uma venda ou a
impossibilidade de aviar receitas eletronicas. Esta situagao é inconveniente para o utente e
pode prejudicar a sua opinidao acerca da farmacia, sobretudo se se tratar de um utente nao

fidelizado, embora a responsabilidade nao seja da equipa da farmacia.

3. CASOS CLiNICOS

3.1. Caso | — Constipacoes

Uma senhora solicita Antigrippine®, alegando que ela, o marido e o filho de 13 anos
estao constipados. Ela queixa-se de “garganta irritada”, nao sentindo dor ao engolir, e “nariz
entupido”. Refere que o filho apresenta as mesmas queixas. O marido, para além destes
sintomas, acha que estda a ficar com febre, porém, tem avaliado a temperatura corporal
regularmente e esta nao se tem afastado do valor normal. Perante este quadro, expliquei a
utente que o Antigrippine® nio era indicado naquela situagdo, porque o seu principio ativo

principal — paracetamol — se destina a tratar dores e febre,” sintomas que nenhum membro
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da familia apresenta, e porque a sua eficacia no alivio da irritagio da garganta seria
questionavel. Propus, em primeiro lugar, que adquirisse uma caixa de pastilhas Strepsils®
(1,2 mg de alcool diclorobenzilico e 0,6 mg de amilmetacresol), para tratar a irritagio na
garganta, indicando que podia tomar uma pastilha a cada 2 ou 3 horas, consoante a
necessidade, durante um méximo de 3 dias.'” Aconselhei ainda um spray nasal de dgua do
mar hipertonica, para tratar a congestao, chamando a atengao para os cuidados na utilizagao
(destacando a necessidade de limpar o aplicador) e recomendando a sua aplicagao até 4
vezes por dia, durante um maximo de 5 dias. Por fim, recordei medidas nao farmacologicas
que a familia deve adotar, como a ingestao de agua em abundancia e bebidas aquecidas, e
disse a utente para regressar a farmacia no caso de os tratamentos propostos nao levarem a

melhoria dos sintomas.

3.2. Caso 2 - Dermatofitose

Um senhor dirige-se a farmacia, queixando-se de ter “pé-de-atleta”. Quando
questionado acerca de sinais e sintomas especificos, refere que se trata de uma lesao entre
dedos do pé com descamagao da pele e fissuras, sentindo “comichao” nessa zona. Menciona
ainda o facto de praticar uma modalidade desportiva de interior, o que poderia explicar a
transmissao da infecao (pela utilizagio de balnearios partilhados, por exemplo). Estas
informagoes sugerem que se trata provavelmente de um caso de “pé-de-atleta” (tinea pedis).
Aconselhei ao utente um creme de bifonazol (10 mg/g), um principio ativo com agao
antifungica, a ser aplicado na area afetada uma vez por dia (de preferéncia a noite) durante 3
semanas.'" Sugeri ainda a utilizagdo de um antissético liquido cutineo, como o Cyteal®
(associagio de clorocresol 3 mg/mL, cloro-hexidina | mg/mL e hexamidina | mg/mL),'” a ser
aplicado na area afetada, onde é deixado a atuar durante breves instantes, procedendo-se
em seguida a lavagem abundante com agua e secagem do pé, sendo que o creme antiflingico
so deve ser aplicado quando o local da infegao ja estiver seco. Por fim, recomendei medidas
adicionais para evitar o agravamento ou o contagio da infegao, incluindo manter os pés secos

e arejados e nunca andar descalgo em espagos partilhados (incluindo chuveiros).

3.3. Caso 3 — Hipertensao arterial

Uma senhora pretende adquirir “os [seus] medicamentos para a tensao”, uma vez
que os que tinha ja acabaram, embora nao tenha receita nem ficha de utente na farmacia. Da
a entender que, como ja nao os tomou no dia anterior, acabou por se “sentir mal” e ter

tonturas. Apresenta as embalagens de trés medicamentos diferentes: Lisinopril Aurovitas
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20 mg; Nifedipina Generis 60 mg, comprimidos de libertacio prolongada; e Adalat® CR
60 mg. Perguntei-lhe se costumava tomar todos esses medicamentos a0 mesmo tempo, o
que ela confirmou. Tratando-se de uma duplicagao terapéutica, uma vez que o segundo
medicamento é genérico do terceiro," expliquei-lhe essa situacio para que ela dai em diante
passasse a tomar apenas um ou o outro.

A medida que Ihe fiz mais questSes sobre a sua situacio, a utente acabou por revelar
que ja nao tomava nenhum dos medicamentos pedidos desde o ano anterior. Perante a
auséncia de receita, nao lhe cedi os medicamentos e recomendei-lhe que consultasse o seu
médico com a maior brevidade possivel, uma vez que, se a hipertensao se tivesse agravado,
poderia ser necessario fazer alteragoes a terapéutica instituida. Finalmente, propus a utente
que medisse a tensao arterial na farmacia: as duas medi¢oes efetuadas revelaram pressoes
sistélicas de 207 e 213 mmHg. Estes valores extremamente elevados (hipertensao arterial de
grau lll) requerem tratamento imediato'* e determinaram o encaminhamento da utente para

uma unidade de saude.

4. CONCLUSAO

Considero que o estagio foi uma experiéncia bastante enriquecedora, que contribuiu
nao so para a consolidagdo dos conhecimentos adquiridos no curso, mas também para a
aprendizagem de novos conceitos. Pela observagao da postura dos colaboradores da
farmacia e pelas minhas proprias experiéncias, pude aperceber-me dos principios pelos quais
se deve pautar a atividade farmacéutica, como o profissionalismo, a competéncia e a
preocupagao com o bem-estar dos utentes, e testemunhei o importante papel da Farmacia
Comunitaria na saude da populagao. Tenho nogao de que, caso venha a trabalhar nesta area
profissional, o meu desempenho ainda pode melhorar significativamente, mas percebo
também que ser farmacéutico comunitario € um processo de adaptagao e aprendizagem
continua, devido as inovagoes constantes no campo da salude e a evolugao das necessidades

e do estado de saude dos cidadaos.
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ANEXO

Anexo |: Tabela-resumo da andlise SWOT relativa ao estagio em Farmacia Comunitaria.

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS

e Localizacao da farmacia
o Perfil demografico dos utentes
¢ Instalagoes

e Sinais de inexperiéncia no
e Sifarma 2000°
atendimento
e Aprendizagem das tarefas a
e Adaptagao da comunicagao ao utente
desempenhar
e Nomes comerciais de medicamentos
e Realizagao prévia de um estagio de
3 ¢ Nivel de preparagao em algumas
verao
areas de aconselhamento
e Rastreios
e Conhecimentos limitados em
e Integragao na equipa e autonomia
algumas areas de farmacoterapia

e Variedade dos conhecimentos
aplicados no aconselhamento

e Evolugao do desempenho

OPORTUNIDADES AMEACAS

e Desconfianca face ao
e Participagao em formagoes aconselhamento do estagiario
e Contacto com profissionais da area | ® Concorréncia dos estabelecimentos
da salude de venda de MNSRMs
e Servico de revisao da medicacao e Desvalorizagcao dos conhecimentos
do farmacéutico

e Problemas informaticos
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Relatorio de estagio em Industria Farmacéutica

Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A.



ABREVIATURAS

DLS
DOE
FDA
FFUC
1&D
1&IT
ISO

MICF
NIST
PCS
RH
SWOT

USP

dynamic light scattering

desenho experimental (design of experiments)

Food and Drug Administration

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

investigacao e desenvolvimento

Investigacao e Inovagao Tecnologica

Organizagao Internacional de Normalizagao (International Organization for
Standardization)

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

National Institute of Standards and Technology

photon correlation spectroscopy

Recursos Humanos

pontos fortes, pontos fracos, oportunidades, ameagas (strengths, weaknesses,
opportunities, threats)

Farmacopeia Americana (United States Pharmacopeia)
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I.INTRODUCAO

O presente relatorio tem como objetivo descrever o meu estagio curricular em
Industria Farmacéutica, que decorreu no Setor de Investigacao e Inovagao Tecnologica (1&IT)
da Bluepharma entre maio e julho de 2018, sob a orientagao da Doutora Branca Silva e a
tutoria do Doutor Antonio Nunes.

A Bluepharma é uma industria farmacéutica fundada em 2001, com sede em Sao
Martinho do Bispo, nos arredores de Coimbra. Dedica-se sobretudo ao desenvolvimento,
producao e comercializagio de medicamentos genéricos, pretendendo contribuir para o
acesso da populagao aos cuidados de saude, a melhoria da qualidade de vida dos cidadaos e
o crescimento da economia nacional.! Caracteriza-se pela sua evolugio assinaldvel nos
ultimos anos, refletida no niumero crescente de colaboradores, e por uma forte aposta na
internacionalizagio, exportando 85% da sua produgdo.” A inovagio e o investimento em
atividades de investigagao e desenvolvimento sao igualmente prioridades da Bluepharma, que
investe 25% do seu volume de negécios em I&D, o que traduz a importancia atribuida a este
setor.” Foi precisamente a existéncia de um departamento de investigagio que despertou o

meu interesse em estagiar nesta empresa.

2. PROJETO DE ESTAGIO - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM
METODO PARA A DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA DE
LIPOSSOMAS

Uma das mais recentes areas de investigagao do Setor de |I&IT da Bluepharma sao os
injetaveis complexos, tendo sido iniciados projetos que tém como objetivo o
desenvolvimento de formulagoes injetaveis constituidas por lipossomas. A tarefa que me foi
atribuida para levar a cabo ao longo do estagio, integrada neste campo de investigagao,
consistiu em desenvolver e validar um método de medigao do tamanho de particula de

lipossomas.

2.1. Nocgoes basicas sobre lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas nanométricas ou micrométricas’ delimitadas por uma ou
mais bicamadas fosfolipidicas.*” Os fosfolipidos sio moléculas anfipaticas,’ isto é, possuem
uma porgao polar e outra apolar, pelo que se dispoem de modo especifico na bicamada

quando os lipossomas se encontram num meio aquoso: as suas porgoes polares orientam-se
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para os meios externo e interno (ambos aquosos) enquanto as porgoes apolares orientam-
-se umas para as outras, estabilizando a membrana.* Deste modo, os lipossomas podem
alojar uma grande variedade de farmacos, sejam eles hidrofilicos (ficando geralmente no
compartimento interior) ou hidrofébicos (ficando normalmente alojados na membrana).*®
Estas caracteristicas explicam que os lipossomas sejam opgoes interessantes para a
administracio de farmacos com problemas de solubilidade, estabilidade ou toxicidade.*
Exemplos destas vantagens incluem o aumento da solubilidade de um farmaco hidrofébico
num meio aquoso ou a protegao de um farmaco contra a agao de uma enzima que o poderia
degradar.® A composicio dos lipossomas pode ainda ser alterada por forma a conferir

vantagens especificas para a administragao, distribuicao, metabolizacdo ou eliminagao dos

farmacos que transportam*® (Anexo |).

2.2. Relevancia da determinac¢ao do tamanho de particula em formulacoes

lipossomais

O tamanho de particula é uma propriedade muito importante dos lipossomas que
integram uma formulagio, uma vez que influencia nio sé o seu perfil farmacocinético,”® mas
também a capacidade de transporte’® e a libertagio do farmaco contido.”® O tamanho de
particula especificado para uma formulagio é resultado das condi¢des de producio’ e deve
ser replicado em todos os lotes fabricados,’ constituindo por isso um importante indicador
de qualidade que reflete alteragdes que possam ocorrer no processo de produgio.’ A
estabilidade fisica dos lipossomas também depende do tamanho de particula, sendo por isso
recomendado que todos os estudos de estabilidade deste tipo de formulagoes contemplem
também a medigdo desse parimetro.’ Igualmente relevante é o conhecimento da distribuigio
dos tamanhos de particula dos lipossomas de uma formulagao, geralmente designada por
polidispersao,* que se pretende tio homogénea quanto possivel e é também dependente das
condi¢des de produgio.’

Na Bluepharma, os projetos de investigagao ja iniciados no ambito dos injetaveis
complexos tém como objetivo o desenvolvimento de medicamentos genéricos. Isto significa
que, em cada projeto, pretende-se obter uma formulagao bioequivalente a uma outra ja
existente no mercado (medicamento original), o que vai depender do seu perfil
farmacocinético. Como tal, os lipossomas que serao formulados devem apresentar um
tamanho de particula e uma polidispersao idénticos aos do medicamento original, explicando

assim a necessidade de se medirem esses parametros em todos os lotes produzidos no
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decurso da investigagao — e, consequentemente, a obrigagao de validar o respetivo método

de medicao.

2.3. Fundamento teodrico da medicao do tamanho de particula por DLS/PCS

A técnica mais usada na medi¢ao do tamanho de particula de lipossomas é a dynamic
light scattering (DLS),* também chamada de photon correlation spectroscopy (PCS).’ O
fundamento da técnica baseia-se em duas propriedades das particulas nanométricas e
submicrométricas. Em primeiro lugar, exibem movimentos brownianos, que sio
deslocamentos aleatérios resultantes de colisdes com moléculas do meio em que elas se
encontram suspensas.” Além disso, tém a capacidade de dispersar um feixe de luz que incida
nelas,*” desviando-o para varios angulos. Fazendo incidir um feixe luminoso sobre uma
suspensao, a intensidade da radiacao dispersa que alcanga um detetor varia constantemente:
como as particulas estaio em constante movimento, o modo de dispersao dos fotoes que
constituem o feixe estd também em permanente alteragio.” Um equipamento de DLS/PCS
regista e processa as variagoes da intensidade luminosa detetada em funcao do tempo,
elaborando uma fungio de auto-correlagio.® A partir desta funcio, é extraido um parimetro
que se relaciona matematicamente com o coeficiente de difusao das particulas, o qual traduz
a rapidez dos seus movimentos.*’ Por sua vez, este coeficiente relaciona-se com o didmetro
de uma particula esférica por meio de uma expressio matematica® que inclui parimetros
como a temperatura e a viscosidade do fluido dispersante da suspensio.’

As vantagens desta técnica incluem a sua rapida’ e facil execucio,' a reduzida
quantidade de amostra necesséria,” o amplo intervalo de tamanhos de particula que podem
ser medidos (entre 20 e 1000 nm, no minimo)* e, relativamente a lipossomas, permite que
estes sejam medidos no produto final.* Porém, é incapaz de distinguir particulas individuais e
agregadas, o que pode provocar erros, e € muito sensivel a presen¢a de impurezas, mesmo
em baixas quantidades.* Deve ainda ser referido que a aplicagio desta técnica implica que as

particulas em andlise sejam consideradas esféricas.’

2.4. Resumo do trabalho realizado

O meu trabalho comegou com uma extensa pesquisa bibliografica, tendo-me
debrugado primeiro sobre a importancia do tamanho de particula enquanto propriedade dos
lipossomas e os fundamentos da sua medigao por DLS/PCS. Como o método a validar seria
levado a cabo num equipamento de DLS/PCS existente no laboratério de |1&D, procurei

conhecer com detalhe as suas especificidades técnicas e os parimetros que devem ser
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definidos para a execugao de uma andlise, reconhecendo que alguns deles influenciam o
resultado da medicao. Nesta fase, a minha pesquisa passou a focar-se em normas e
documentos regulamentares ou orientadores de entidades oficiais, como a USP
(Farmacopeia Americana), a FDA (Food and Drug Administration) ou a ISO (Organizacao
Internacional de Normalizagao), que tivessem aplicabilidade a execugao da técnica de
DLS/PCS elou a medigao do tamanho de particula de lipossomas. Registei e compilei
informagoes relativas a selegio dos padroes a usar na validagdo do método, ao
procedimento de preparagao e analise de amostras e padroes e aos critérios de validagao do
método de andlise, com base nos resultados obtidos.

Seguidamente, deu-se inicio ao trabalho laboratorial, o qual comegou com um
desenho experimental (DOE) que conduziu a realizagio de experiéncias para avaliar a
influéncia dos parametros de analise no tamanho de particula medido de um padrao (vide
subcapitulo 3.3.3). Conjugando os resultados obtidos neste ambito com as informagoes
previamente recolhidas, foram definidas algumas configuragdes de parametros de analise
com as quais foram finalmente realizados ensaios de validagao, usando os padroes adequados
(Anexo 2).

Por fim, o trabalho de pesquisa levado a cabo e os resultados do trabalho laboratorial
foram apresentados e discutidos por mim num relatério interno e numa exposi¢ao oral

perante a maioria dos colaboradores do Setor de I&IT.

3. ANALISE SWOT

A presente andlise SWOT debruga-se sobre os pontos fortes e fracos que
caracterizaram a minha experiéncia na Bluepharma, sendo também abordadas as
oportunidades e ameagas que, embora nao sendo dependentes do meu desempenho, foram

observadas no decurso do estagio (Anexo 3).

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Acolhimento e integragao na empresa

O meu acolhimento no Setor de I&IT ficou a cargo do tutor de estagio. A figura do
tutor tem como objetivo promover a integragao do estagiario no setor, para que este fique
a conhecer os espagos relevantes para o seu trabalho e os colaboradores com quem ira

contactar. Entretanto, fui incumbido de ler um conjunto de procedimentos operativos
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normalizados relevantes para o trabalho em I&IT e na Bluepharma em geral. Tive ainda uma
reuniao com o meu tutor e com a Diretora do Departamento de Investigacao e Inovagao
(onde estd inserido o Setor de I&IT), a qual procurou conhecer a minha experiéncia
profissional e as minhas expetativas, de modo a definir o meu projeto de estagio, tendo este
me sido apresentado pela minha orientadora na segunda semana, juntamente com uma
proposta de cronologia das tarefas a cumprir com vista a conclusao do projeto. Ficaram
entao reunidas as condigoes para o inicio do meu trabalho. A nivel departamental, refira-se
ainda a minha participagao numa reuniao trimestral de departamento, ja na segunda metade
do estagio, na qual se fez o ponto de situagao dos projetos de investigagao em curso.

A integracao dos estagiarios na empresa processa-se de modo idéntico aos restantes
trabalhadores. A Bluepharma tem instituido um plano de formagao para novos
colaboradores que contempla agoes de formagao sobre temas como: evolugao historica da
empresa; utilizagao responsavel de recursos informaticos; seguranca e saude no trabalho;
assuntos regulamentares; farmacovigilancia; sistema de gestio de investigacao,
desenvolvimento e inovagao; gestio de residuos; entre outros. Importa ainda referir o
esfor¢co do Departamento de Recursos Humanos (RH) no sentido de promover uma cultura
empresarial inclusiva e a satisfacio dos trabalhadores, tendo também em mente os
estagiarios. Um exemplo ilustrativo foi a participacio destes no evento anual de
colaboradores da Bluepharma, que se baseia numa forte componente ludica e social,

promovendo o convivio entre pessoas de diferentes departamentos.

3.1.2. Condigoes de trabalho

Logo no primeiro dia, foi-me atribuido um computador portatil com acesso a
internet, o qual conservei até ao fim do estagio. Usei-o sobretudo para efetuar a maior parte
da minha pesquisa e para redigir documentos como protocolos laboratoriais e o relatério
interno. O computador deu-me ainda acesso a utilidades da empresa como os servigos de
correio eletrénico e mensagens instantaneas, que sao os principais meios de comunicagao
entre colaboradores, e o repositério de ficheiros, que me permitiu partilhar o trabalho
produzido com a minha orientadora. A Bluepharma forneceu também os equipamentos de
protecao individual permanentes necessarios ao trabalho laboratorial, nomeadamente bata e

oculos.
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3.1.3. Reuniodes periodicas

Apos ter sido estabelecido o projeto de estagio, passei a ter reunidoes semanais com a
minha orientadora, nas quais lhe ia transmitindo os progressos recentes do meu trabalho,
para além de definirmos a estratégia de trabalho a seguir no futuro imediato e de
debatermos questoes que surgiam em consequéncia da pesquisa e do trabalho experimental.
Na dultima reuniao, fez-se uma retrospetiva do trabalho desenvolvido. O interesse
demonstrado pela minha orientadora no acompanhamento do meu trabalho foi um fator

decisivo para o sucesso do meu estagio.

3.1.4. Capacidade de pesquisa e espirito critico

Ao longo do trabalho de pesquisa realizado, procurei sempre consultar o maior leque
possivel de fontes crediveis. Esta preocupagao foi maior na pesquisa de normas e
regulamentacoes de entidades oficiais aplicaveis a validagado do método (vide subcapitulo 2.4).
Posteriormente, sumariei as informagoes obtidas dessas fontes para analisar criticamente os
resultados obtidos no trabalho experimental, o que me permitiu comparar procedimentos e

extrair as conclusoes relevantes para o projeto.

3.1.5. Apresentacao do trabalho desenvolvido

Os colaboradores do Setor de I&IT demonstraram o seu agrado com a minha
apresentacao oral do trabalho desenvolvido no estagio, tendo destacado o meu dominio dos
assuntos abordados, a exposi¢ao e analise dos resultados obtidos e as minhas sugestoes para

estratégias de trabalho a seguir no futuro.

3.1.6. Relevancia do trabalho desenvolvido

A orientadora fez questao de me transmitir a importancia do meu trabalho para os
projetos de investigagao em que ele se integrou, uma vez que sé6 a validagao de um método
apropriado é que garante a qualidade analitica da determinagao do tamanho de particula de
uma formagao lipossomal. A auséncia de validagao revelar-se-ia um obstaculo no processo
de |&D das formulagoes e, a longo prazo, impediria a sua aprovagao por agéncias

regulamentares.
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3.1.7. Dominio da lingua inglesa

Rapidamente percebi que os meus conhecimentos de inglés seriam altamente
vantajosos para o estagio, uma vez que, para além de muitos documentos internos da
Bluepharma serem redigidos neste idioma, era essa a lingua de praticamente todas as fontes
de informagao que usei no meu trabalho. Por fim, tanto o relatério interno que elaborei
como os diapositivos que acompanharam a minha apresentagao oral tiveram de ser escritos

em inglés.

3.1.8. Evolugao do desempenho

Na minha opiniao, as dificuldades com que me deparei nas primeiras semanas do
estagio foram superadas no decurso do mesmo, o que se traduziu numa melhoria
progressiva do meu desempenho. A titulo de exemplo, o facto de ter comegado a encontrar
fontes de informacao de forma autonoma e de ter apostado na sistematizagao dos dados
recolhidos tornou-me mais versado no tema do projeto e passei a ser capaz de propor
estratégias de trabalho e protocolos a testar. Do mesmo modo, a minha adaptagao ao
laboratério também fez com que passasse a executar protocolos mais rapidamente e de

forma autonoma.

3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Falta de conhecimentos especificos

Embora nao tenha detetado lacunas no meu conhecimento que tenham prejudicado
de forma relevante o meu desempenho, irei destacar dois pontos em que senti alguma falta
de preparagao. Quando me foi anunciado que o trabalho estaria relacionado com
formulagoes lipossomais, apercebi-me que o meu conhecimento nessa area era muito basico:
trata-se de um tema que é lecionado numa unidade curricular do MICF em que senti
dificuldades, o que me obrigou a rever os contetdos lecionados nesse ambito. Também me
foram fornecidos no estagio recursos bibliograficos que me permitiram contornar esta
limitagao. Por outro lado, um assunto com que me deparei no decurso da minha pesquisa, ja
no final do estagio (pelo que o seu estudo foi pouco aprofundado), foi a utilizagao de testes
estatisticos especificos para aceitar resultados de medi¢oes e para validar métodos. Creio

que tais testes nao foram lecionados nas unidades curriculares relacionadas do MICF, pelo
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que teria sido vantajosa uma maior aposta na aplicagao pratica da Estatistica ao contexto das

Ciencias Farmacéuticas, incluindo em 1&D, no decurso da minha formagao académica.

3.2.2. Assimilagao de regras estritas no trabalho laboratorial

Algumas das regras do trabalho em laboratério com que me deparei foram inéditas
na minha experiéncia, pelo que demorei algum tempo a assimila-las. O exemplo mais notério
sera provavelmente a eliminagao de residuos gerados no decurso do trabalho, os quais,
dependendo da sua natureza, sao tratados de forma diferente, comegando pela sua
colocagao em recipientes distintos devidamente identificados. A principal dificuldade
prendeu-se com a atribuicdo de determinados residuos as respetivas categorias de
tratamento, tendo esclarecido este tipo de duvidas com os colaboradores que trabalhavam
no laboratorio. Uma outra regra que me teve de ser ocasionalmente recordada por eles foi
o preenchimento do registo de utilizagao de cada aparelho apds a conclusao de uma tarefa

no mesmo, a qual deve ser especificada.

3.2.3. Registo de fontes de informacao

Quando iniciei o trabalho de pesquisa, a medida que compilava as informagoes
encontradas de uma forma ainda pouco sistematizada, esquecia-me por vezes de registar a
fonte correspondente a cada dado, o que limitava a sua utilizagao posterior e me obrigou a
repetir algumas partes da pesquisa. Com o decorrer do estagio, fui adquirindo habitos de

trabalho mais consistentes e deixei de notar este problema.

3.2.4. Capacidade de sintese de informagao

Entre a fundamentagao tedrica do método, os dados obtidos de diversas guidelines
sobre o desenvolvimento e a validagao do mesmo e os resultados do trabalho laboratorial
levado a cabo, encontrei-me perante uma enorme quantidade de informagao a abordar na
minha apresentagao oral final. Face ao tempo previsto para a mesma, a minha primeira
abordagem a sua preparagao revelou-se desadequada, ultrapassando largamente a quantidade
de informagao pretendida. O auxilio da minha orientadora perante esta dificuldade foi
essencial, tendo-me ajudado na sintese dos conteldos a abordar e no estabelecimento de

um plano de apresentagao mais conciso e com uma ordem mais logica.
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3.3. Oportunidades

3.3.1. Selecao dos estagiarios por entrevista

Entre as empresas que acolhem estagiarios da FFUC (Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra), a Bluepharma é provavelmente uma das poucas, senao a Unica,
que seleciona estudantes com base no seu curriculo e na realizagido de uma entrevista, que
conta com a presenc¢a de um colaborador do Departamento de RH e de varios diretores de
departamento. Tendo sido a minha primeira entrevista profissional, esta foi uma
oportunidade preciosa para me aperceber de aspetos que devo corrigir quando me deparar

com este tipo de situagao no futuro.

3.3.2. Contacto com a indUstria farmacéutica

Este estagio foi o meu primeiro contacto com a industria farmacéutica, tendo-me
apercebido que se trata de um dominio extremamente polivalente, por integrar |&D,
producao, controlo de qualidade, assuntos regulamentares, desenvolvimento de negocio,
farmacovigilancia, entre outras areas, constituindo por isso uma saida profissional muito
interessante. No que a area de investigagao diz respeito, o estagio permitiu-me detetar
diferengas entre os contextos académico e industrial em que este tipo de trabalho decorre,

em virtude da minha experiéncia prévia no primeiro.

3.3.3. Ferramentas e competéncias de trabalho em investigacao

No decurso do estagio, contactei pela primeira vez com ferramentas informaticas de
grande utilidade para o trabalho em investigagdo. Uma delas foi o software JMP®, usado na
otimizagao de métodos e processos por DOE, que tem como objetivo o estudo da influéncia
das variaveis independentes de uma experiéncia sobre o desfecho desta, representado por

uma varidvel dependente.'

Um método otimizado é aquele que produz o desfecho
pretendido, traduzido por um dado valor. Por exemplo, no caso do DOE que realizei, a
variavel dependente era o tamanho de particula medido de um padrao e o valor pretendido
para ela era o tamanho de particula tabelado para esse padrao (indicado pelo fabricante).
Inserindo no software o conjunto das variaveis independentes associadas ao método (por
exemplo, o angulo de detegao da radiagao dispersa, numa andlise por DLS/PCS) e

especificando os valores ou atributos que cada variavel pode tomar, sejam eles qualitativos

ou quantitativos (podendo neste caso ser discretos ou continuos), o JMP® propde um
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conjunto de experiéncias a levar a cabo, especificando para cada uma os atributos que cada
variavel independente deve tomar. A execugao das experiéncias propostas permite estudar
todas essas variaveis em simultaneo, por oposicao a abordagem tradicional destas situagoes
em que se alterava uma variavel de cada vez, obrigando a efetuar um niumero muito maior
de experiéncias. Uma vez realizadas as experiéncias propostas e introduzidos os respetivos
resultados no JMP®, o software elabora modelos matematicos que relacionam cada uma ou
varias das variaveis independentes com o valor da varidvel dependente, permitindo avaliar o
grau de correlagao entre elas. Introduzindo o valor ou intervalo de valores pretendido para
a variavel dependente, o JMP® indica com base nos modelos elaborados quais os atributos
que cada variavel independente devera tomar para que o método cumpra esse objetivo. O
método otimizado sera, portanto, aquele cujas varidveis independentes assumem os
atributos recomendados para cada uma pelo software.

Outra ferramenta de grande relevo com que trabalhei pela primeira vez foi o
Mendeley, um programa informatico utilizado na gestio e organizagao de fontes

bibliograficas, tendo-se revelado muito Util na redagao do relatério final.

3.3.4. Acompanhamento do trabalho laboratorial

Em virtude de ter concluido as tarefas que me foram atribuidas alguns dias antes do
final do estagio, fiquei entao disponivel para acompanhar o trabalho laboratorial levado a
cabo por outros colaboradores no ambito dos seus projetos de investigagao. A titulo de
exemplo, acompanhei procedimentos de fabrico e extrusao de lipossomas (um processo de
redugcao do tamanho destas particulas que consiste na sua passagem por uma ou mais
membranas de policarbonato®), estudos de impurezas de principios ativos com base na
degradagao forgada destes e analises quantitativas de solventes residuais em formulagoes por

cromatografia gasosa, tendo-me sido transmitidos os principais fundamentos destas técnicas.

3.4. Ameacas

3.4.1. Escassez de guidelines sobre formulagoes lipossomais

Quando procurei normas e documentos orientadores de entidades oficiais que
pudessem ter aplicabilidade no estudo do tamanho de particula de formulagoes lipossomais,
tive eventualmente de concluir que, com base nos recursos disponiveis e a data em que
terminei a pesquisa, nao havia nenhuma fonte desse tipo que abordasse de forma explicita e

detalhada esse tema. E ainda de referir o facto de a Farmacopeia Europeia, na versao que me
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foi disponibilizada, nao conter qualquer capitulo ou monografia sobre formulagoes
lipossomais. Deste modo, a pesquisa de fontes desta natureza teve de ser alargada a ambitos

mais gerais (hnomeadamente documentos sobre DLS/PCS).

3.4.2. Implicagoes da duragao do estagio

A duragao do estagio na Bluepharma é condicionada pela janela de tempo que a
FFUC concede para a realizagao de estagios curriculares. Com efeito, considerei que o meu
estagio foi demasiado curto para poder conhecer com detalhe as varias vertentes do
trabalho desenvolvido no Setor de I&IT. As tarefas que desempenhei no estagio limitaram-se
quase exclusivamente ao projeto que levei ao cabo, sendo que uma razao pela qual o mesmo
me foi atribuido foi precisamente o facto de ser previsivelmente exequivel no tempo que eu
ia ter disponivel. Esta restricao das tarefas que desempenhei fez com que por vezes o meu
trabalho fosse algo mondtono, sobretudo nas primeiras semanas do estagio em que estive
quase sempre a fazer pesquisa bibliografica e compilagao de informagoes, e limitou a
diversidade do trabalho laboratorial que realizei e presenciei. Embora reconhega que tal seja
impraticavel nos moldes atuais, um estagio de maior duragao poderia ter permitido que eu
acompanhasse outros projetos de investigagao, tanto no campo dos injetaveis complexos

como noutros, e que eu contactasse mais com o trabalho laboratorial.

4. CONCLUSAO

Fago um balango bastante positivo da minha experiéncia na Bluepharma. Pude
verificar que a empresa assume uma postura proactiva na recegao de estagiarios,
empenhando-se em inclui-los na cultura empresarial e em conferir-lhes responsabilidade.
Neste sentido, as minhas expetativas foram superadas, pois senti que tive controlo sobre o
meu trabalho e que este foi relevante para o Setor de I&IT. Também fiquei consciente dos
desafios que se colocam a industria farmacéutica no contexto da I&D, como o conhecimento
do mercado farmacéutico, que permite a identificacio de oportunidades de inovagao, e a
conformidade aos requisitos regulamentares, tendo em vista a obtengao de medicamentos
com qualidade, seguranca e eficacia. Creio que a I&D tera um papel cada vez mais relevante
na industria farmacéutica uma vez que, num mercado caracterizado pela competitividade
crescente, a inovagao sera o seu motor de crescimento e um importante fator de distingao

face a concorréncia.
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ANEXOS

Anexo |: Representagao esquematica da estrutura basica de um lipossoma. Adaptado de

Precision NanoSystems."

Fosfolipido

Colesterol

Farmaco hidrofilico

Farmaco hidrofébico

Fosfolipido modificado

Anexo 2: Resumo esquematico do trabalho realizado no estagio, elaborado no ambito da

exposicao oral interna.
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Anexo 3: Tabela-resumo da analise SWOT relativa ao estagio em IndUstria Farmacéutica.

Aspetos positivos Aspetos negativos

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS

e Acolhimento e integragao na

o empresa

00 -

s e Condigoes de trabalho

(7]

g ¢ Reunides periddicas e Falta de conhecimentos especificos
&

4 e Capacidade de pesquisa e espirito e Assimilagao de regras estritas no
v

9 critico trabalho laboratorial

£

E e Apresentagao do trabalho e Registo de fontes de informagao
a desenvolvido e Capacidade de sintese de

19

43 e Relevancia do trabalho informacao

(18

desenvolvido
¢ Dominio da lingua inglesa

e Evolugao do desempenho

OPORTUNIDADES AMEACAS

¢ Selegao dos estagiarios por

entrevista

e Contacto com a induUstria e Escassez de guidelines sobre
farmacéutica formulagoes lipossomais

e Ferramentas e competéncias de ¢ Implicagdes da duracgao do estagio

trabalho em investigagao

e Acompanhamento do trabalho

Fatores exteriores ao desempenho

laboratorial
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