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RESUMO

O estagio curricular em farmacia comunitaria, inserido no segundo semestre do quinto
ano, tem como finalidade colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao longo de todo
o curso. Prepara-nos para a realidade do que é o contacto direto com os doentes e ajuda-nos
a perceber quais as nossas principais dlvidas, insegurancas e o que pode ser melhorado, a fim
de um maior sucesso no inicio da carreira profissional.

Este relatério é elaborado segundo uma andlise SWOT, onde sao discriminados os

pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas deparadas ao longo do estagio.

Palavras-chave: Receitas, Medicamentos, Encomendas, Devolugoes, Formagoes.



ABSTRACT

The curricular internship in a community pharmacy, inserted within the second
semester of the fifth year has the purpose of putting into practice the knowledge acquired
during the course. It prepares us for the reality of direct contact with patients and helps us
understand which are our biggest doubts, insecurities and what can be improved in order to
have greater success in the early stages of the professional career.

This report is elaborated according to a SWOT analysis, where the strong points, weak
points, opportunities and potential threats that might be experienced during the internship

are discussed and evaluated.

Keywords: Prescriptions, Drugs, Orders, Returns, Formations.



I.INTRODUCAO

Nao sendo apenas o especialista do medicamento, de ouvido e olhar atento, o
farmacéutico é também um promotor da salde publica e do bem-estar de todos os doentes,
criando lagos de amizade e confidencialidade. Por outras palavras, além do uso racional do

medicamento, implementa uma das mais poderosas substancias ativas no dia-a-dia, o sorriso.

A farmacia onde realizei o meu estagio foi a Farmacia Margato Pereira, situada no Bom
Sucesso, no concelho da Figueira da Foz, sob a orientagao da Dra. Carla Borlido.

Iniciei o estagio no dia 7 de janeiro de 2019, tendo terminado no dia 3 de julho de
2019, apos perfazer, no minimo, as 810 horas previstas no regulamento.

Escolhi esta farmacia porque se situa proxima do local onde resido e porque sempre
foi uma farmacia frequentada por mim e pelos meus familiares, pelo que ja existia um elevado

grau de confianga e empatia na equipa de profissionais que la trabalha.

Relativamente ao espaco fisico, a farmacia apresenta uma sala de atendimento ao
publico com trés balcoes de atendimento, um armazém para a arrumagao dos mais variados
produtos e medicamentos, um escritorio, um laboratério, uma sala multiusos, uma casa de
banho e dois gabinetes onde efetuamos medigoes da tensao arterial, diabetes, colesterol,

triglicerideos e acido urico.

Quanto a disposicao dos produtos, esta € de forma organizada e por categorias. A
farmacia dispoe de produtos ortopédicos, capilares, de cosmética, de nutricao, de higiene,
perfumaria, oftalmologia e entre outros. A sala de atendimento ao publico também dispoe de
uma balanga automatica para medigoes do IMC e ainda um espago infantil que proporciona
um momento de lazer as criangas enquanto esperam pelo atendimento de quem as

acompanha.

Os MNSRM encontram-se atras dos balcoes, inacessiveis aos utentes. Na area restrita
a equipa técnica, entre o laboratério e o armazém, encontram-se os MSRM arrumados em
gavetas que se encontram dispostas por ordem alfabética. Os psicotrépicos e estupefacientes
encontram-se nas gavetas mais altas, separados dos restantes medicamentos e, oOs
medicamentos que necessitam de serem conservados a temperaturas mais baixas estao

arrumados no frigorifico cuja temperatura esta programada entre 2 a 8°C. Existem também
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divisoes mais especificas dos medicamentos, como: gotas/ampolas orais, suspensoes/solu¢oes
orais, usos externos e pos/granulagoes.

Os produtos veterinarios estao arrumados num armario, separados dos restantes
produtos e dispostos por ordem alfabética. As prateleiras sao usadas para fazer algumas

distingoes, como injetaveis, animais de criagao e animais de pequeno e grande porte.

2. ANALISE SWOT

Pontos Fortes
Equipa técnica

4DigitalCare® Pontos Fracos
Caixa de pagamento automatico Conhecimento na area da veterinaria e
Atendimento ao publico / Clientes dermo-cosmética
fidelizados Prescricao por DCI
Diversidade de produtos Receitas manuais

Recegao de encomendas
Consultas de podologia e nutrigao
Codigos DataMatrix
Estagio
Curricular:

Farmacia
Margato
Pereira

Oportunidades
Formagoes

Realizagao de encomendas Ameacas

Realizagao de devolugoes Medicamentos esgotados

Populagao envelhecida e com pouca

) - Medicamentos rateados
instrugao

Cartao de pontos da farmacia
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2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Equipa técnica

A equipa técnica foi um dos pontos mais fortes do meu estagio curricular. Além de
excelentes profissionais, aprendi com eles o valor da amizade no local de trabalho e a elevada
responsabilidade do farmacéutico. A minha integracao foi bastante facil, tendo recebido da
equipa toda a ajuda que precisava, bem como todo o esclarecimento de dlvidas que me foram
surgindo.

Trata-se de uma equipa empenhada, de confianga, profissional e muito querida pela
comunidade. E constituida pelo diretor técnico (Dr. Jodo Margato Pereira), farmacéutica
substituta (Dra. Cristina Botelho Costa), pela farmacéutica Dra. Carla Borlido e por 3 técnicos

de farmacia (David Gongalves, Eloisa Curto e Tatiana Cardoso).

2.1.2. 4DigitalCare®

O programa informatico utilizado durante o meu estagio foi o 4DigitalCare®.
Considero que tenha sido um ponto forte porque achei o programa muito intuitivo, com
poucos erros e facil de usar. As reservas de medicamentos e outros produtos estavam sempre
corretas, bem como notificagcoes de fim de validade, stocks e outras funcionalidades de extrema
importancia que numa farmacia poderao facilmente causar erros e incongruéncias.

Um dos programas mais usados nas farmécias portuguesas é o Sifarma2000® e, segundo
me foi transmitido, as caracteristicas do Sifarma2000® sio muito semelhantes as do
4DigitalCare®, por isso achei uma excelente oportunidade para contactar com um dos

programas diferentes do mais usado.

2.1.3. Caixa de pagamento automatico

Na FMP, a existéncia de uma caixa de pagamento automatico é um ponto forte, pois
impede erros de trocos e, além do mais, o dinheiro fica logo contabilizado e em seguranga.

ApOs finalizar a venda, era impresso um papel com um codigo de barras associado ao
meu utilizador e com o montante respetivo. Depois, dirigia-me a caixa, onde lia o cédigo de
barras e colocava o dinheiro do cliente (as notas eram colocadas a parte das moedas). Por
ultimo, a caixa dava a minha venda por terminada e, de forma automatica, efetuava o troco.

Caso o pagamento fosse por via multibanco, tinha que carregar na opgio “multibanco” e
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guardar o recibo do multibanco. Se nao carregasse na opgao de multibanco ou nao depositasse

o dinheiro, o ecra da caixa iria sempre exibir que nao dei a minha venda por terminada.

2.1.4. Atendimento ao publico / Clientes fidelizados

Comecei por assistir a alguns atendimentos, de modo a recordar algumas perguntas
essenciais antes de dispensar um medicamento, como escrever nas caixas dos medicamentos
e todas as informagOes necessarias e Uteis a prestar ao doente, uma vez que é com o
farmacéutico que o doente tem o ultimo contacto antes da toma do medicamento e nao
devemos, de modo algum, deixar duvidas por esclarecer. Assim, quando me senti mais a
vontade e confiante foi-me dada a oportunidade, de modo pertinente, de interagir com os
doentes e realizar vendas.

Considero que o atendimento ao publico tenha sido um ponto forte porque permitiu-
me ser mais perspicaz a associar a substancia ativa ao nome comercial e a encontrar os
medicamentos com mais rapidez. Além do mais, tive que resolver alguns casos clinicos e
associar doengas as respetivas sintomatologias, o que criou em mim mais confianga e dindmica
nos atendimentos ao longo do tempo.

Os clientes no geral sempre foram bastante simpaticos e pacientes comigo, o que
facilitou o atendimento e me permitiu evoluir.

O facto de a farmacia estar localizada préxima de varias aldeias e um pouco longe da
cidade mais proxima (Figueira da Foz, cerca de 20 minutos), ajuda a que os clientes sejam
fidelizados, o que considero de uma importancia extrema, pois existe uma proximidade grande
entre o farmacéutico e o doente. Era bastante comum tratarmos os doentes pelo nome,
criando um lago forte de confianga. Aproveitavamos igualmente para saber como estava o
estado de saude dos parentes mais proximos ou simplesmente saber acerca dos animais de
estimagao. Poder3, a primeira vista, parecer algo banal, mas os utentes sentiam-se importantes
e unicos, levando a que pudessem falar mais livremente dos seus problemas ou simplesmente

desabafar, encontrando na farmacia compreensao e uma palavra amiga.

2.1.5. Diversidade de produtos

A FMP é uma farmacia que aposta na inovagao e diversidade de produtos,
acompanhando as tendéncias. Considero um ponto forte, pois obriga a manter-me sempre
atualizada das tendéncias e a trabalhar com varios produtos da mesma categoria e a0 mesmo
tempo.
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Na perfumaria, por exemplo, oferecemos uma vasta gama de perfumes da marca
Pharma iap parfums® Na dermo-cosmética, trabalhamos essencialmente com 5 linhas:
Uriage®, Lierac®, Noreva®, Aveeno® e Papillon®. Para tratamento capilar contamos com um
expositor s6 com produtos da Phyto®, apesar de também disponibilizarmos outras marcas.
Na drea do desporto, barras energéticas, bebidas isotonicas e muitos outros produtos.
Também temos uma vasta gama da marca EasySlim® para clientes que procuram uma
alimentagao que ajude a perder ou a manter o peso. Os produtos ortopédicos e para bebé
também sao igualmente diversos, ocupando estes ultimos a maior area de exposi¢ao da sala
de atendimento ao publico.

Como a maior parte dos clientes habituais faz criagao de animais, a farmacia dispoe de
uma enorme diversidade e quantidade de produtos veterindrios, o que me proporciona
contacto com imensos produtos e medicamentos veterinarios que nao exclusivamente de

animais de estimagao como o cao e o gato.

2.1.6. Rececdao de encomendas

A rececao de encomendas foi uma das primeiras coisas que me ensinaram quando
comecei a estagiar e foi um dos pontos fortes do meu estdgio curricular porque permitiu-me
contactar diretamente com os mais variados produtos e medicamentos que iam chegando,
criando assim desde logo uma certa familiaridade com alguns deles.

Quando as encomendas chegavam, eu abria o programa, carregava em stock e a seguir
em gestao de encomendas. Verificava na fatura que as acompanhava qual o armazém
fornecedor e escolhia a lista da encomenda para esse fornecedor caso estivesse pré-feita,
sendo fazia recegao direta. De seguida, verificava a quantidade e estado de conservagao dos
produtos e procedia a sua inser¢ao no programa. Os produtos eram adicionados, lendo o
codigo de barros dos mesmos e, desse modo, eram contabilizados automaticamente,
atualizando o stock existente na farmacia. Além da sua insercao, tinha que ter o cuidado de ir
atualizando os prazos de validade, caso o stock do medicamento estivesse a zero. Se fosse um
produto de venda livre, era retirado 6 meses ao prazo real e, desse modo, o produto podia
ser sinalizado com antecedéncia quando o seu prazo estivesse a acabar, dando prioridade de
escoamento.

No fim da recegao era impresso um talao, associado ao nome do cliente, caso tenha
produtos reservados. Havia ainda a possibilidade de enviar uma mensagem automadtica a

informar a chegada dos mesmos.
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2.1.7. Consultas de podologia e nutricao

As consultas de nutrigao sao semanais (todas as segundas-feiras) e sao um sucesso no
que toca, especialmente, a perda de peso. Foi notoéria a confianca dos clientes apos comegarem
a ter resultados positivos derivados de uma alimentagao dirigida as suas necessidades. Tal
como as consultas de podologia (que sao mensais e igualmente um enorme sucesso), foram
um ponto forte no meu estagio porque me deram a oportunidade de ter um maior contacto
com os mais variados produtos destas categorias, uma vez que as recomendagoes destes

profissionais eram maioritariamente aviadas nesta farmacia.

2.1.8. Cédigos DataMatrix

Figura | — Resultado da verificagdo de um cédigo DataMatrix da Aspirina® no
4DigitalCare®.

Os codigos DataMatrix tém como objetivo implementar a “Diretiva 201 1/62/EU,
“Diretiva dos Medicamentos Falsificados” e do Regulamento Delegado (EU) 2016/161, da
Comissao, de 2 de outubro de 2015, pelos estados membros da EU”, pelo que uma das suas

funcdes é a detecio de medicamentos falsos.'
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Lot: 9001
#F: EXP:01/2023
g% PC: 05600923200751

Figura 2 — Fotografia exemplo de um cédigo DataMatrix e dispositivo de prevencao de
adulteracoes.

Os codigos antigos sao os chamados GTIN e permitem reconhecer um medicamento.
J4 os cédigos novos, DataMatrix, funcionam como identificadores Gnicos.?

Ainda é possivel fazer o picking tanto dos novos codigos, como dos antigos. Contudo,
existem novas embalagens que ja vém exclusivamente com os novos codigos.

Considerei o aparecimento desta diretiva durante o meu estagio um ponto forte, pois
fiquei com a oportunidade de estar familiarizada com estes novos codigos. O processo € um
pouco demoroso (na leitura) e com algumas falhas, pelo que o seu funcionamento ainda nao
€ completamente correto, mas num futuro proximo ira com certeza funcionar sem erros.

Testar a autenticidade dos medicamentos &€ uma mais valia na confianga do
farmacéutico durante a dispensa dos medicamentos e na confianga do doente aquando a

recegao.

2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Conhecimento na area da veterinaria e dermocosmeética

Tendo em conta os clientes habituais, agricultores com criagao de animais, o pedido
de aconselhamento farmacéutico na area da veterinaria € muito comum nesta farmacia. Um
dos pontos fracos no meu estagio foi a escassez de conhecimento no que toca a animais de
criagcao, como galinhas, porcos, vacas, pombos, entre outros.

No inicio senti-me igualmente pouco confiante e a vontade para fazer aconselhamentos

de dermocosmética porque o mercado oferece uma vasta gama de produtos e porque tinha
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receio de fazer uma analise nao correta ao tipo e necessidades dos mais variados tipos de
pele.

Contudo, a equipa técnica, que sempre foi excelente, apresentou-me de forma
detalhada as linhas cosméticas que vendiam na farmacia e em que situagoes aconselharia um
produto em detrimento de outro, por exemplo. Os conhecimentos de veterinaria foram os
mais dificeis de assimilar, mas no fim do estigio ja me sentia mais a vontade para fazer
aconselhamentos para animais de criagao. Ja nos animais domésticos, senti sempre um pouco

mais a vontade e confiante, dado estar mais familiarizada.

2.2.2. Prescricdao por DCI

A maioria dos clientes sao fidelizados e, por isso, quase todos possuem historico de
vendas. Por isso, quando aparecia um cliente com uma receita médica, o procedimento inicial
consistia em procurar o nome no programa e aceder ao seu historico de vendas. Era de
elevada importancia dispensar sempre o mesmo laboratorio porque a maioria dos clientes
eram idosos e pouco instruidos, nao sabendo associar substancias ativas ou os nomes dos
medicamentos a respetiva doenca e hora de toma, decorando, por isso, as caixas. Ao trocar
de laboratério e dispensar uma caixa diferente, geraria entao muita confusao e dificuldades
para esses clientes.

Como existiam clientes que levavam medicamentos nao genéricos, quando abria o
historico de vendas tinha uma certa dificuldade em associar o nome comercial a respetiva
prescricao por DCI. Contudo, com o ganho de experiéncia, habituei-me primeiro a abrir a
receita, no caso de ser eletronica, e a carregar na lupa que aparecia ao lado do medicamento
para ver qual a denominagao da marca. S6 depois abria o historico de vendas e, caso o cliente
levasse o medicamento de marca, ja era mais facil para mim fazer essa detecao. Era um
procedimento mais demoroso, considerando assim um ponto fraco.

Ja no final do estagio, o programa sofreu uma atualizagao e, ao abrir a receita, era logo
indicado o ultimo laboratério dispensado ao cliente, tendo facilitado e agilizado a dispensa de

medicamentos.
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2.2.3. Receitas manuais

Considero as receitas manuais um ponto fraco porque tinha muita dificuldade em
perceber a letra de alguns médicos e, por isso, nao me sentia confiante para disponibilizar um
medicamento sem perguntar previamente a um elemento da equipa técnica.

Além do mais, requeria cuidados extra. Uma receita manual sé pode ter 4
medicamentos no maximo, sendo que nao pode ter mais de 2 medicamentos iguais,
excetuando se for unidose, que nesse caso podera conter até 4 medicamentos iguais. Também
devera vir acompanhada da assinatura do médico, da data de prescricao e das respetivas
vinhetas. O regime de comparticipagao e os protocolos também me obrigavam a analisar a
receita com mais atengao e estaria sempre mais vulneravel a erros, quando comparado com
a dispensa de medicamentos numa receita eletroénica.

Contudo, apesar de considerar um ponto fraco, as receitas manuais tém a grande
vantagem de poderem possibilitar a cedéncia de medicamentos quando o sistema falha ou nas

consultas do médico ao domicilio.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Formacoes

As formagoes sao muito Uteis para aprender, aprofundar e consolidar conhecimentos.
Durante o estagio, tive oportunidade de assistir a varias pequenas formagoes de
delegados e conselheiras de linhas cosméticas (Uriage® e Lierac®) e assisti também a uma
formagao de suplementos alimentares, da BioActivo®, no dia || de abril, no Hotel Tryp, em

Coimbra.

2.3.2. Realizacao de encomendas

A realizagao de encomendas é uma oportunidade para estar em contacto direto com
o mercado e a ter uma melhor nogao dos medicamentos que se encontravam esgotados.

Primeiro, abrimos o programa e carregamos em stock. Em seguida, escolhemos a opgao
de gestao de encomendas, depois carregamos em nova, sugerir e todos. Podemos escolher o
mesmo fornecedor para todas as linhas ou escolher um a um, ou ainda escolher o mesmo

fornecedor para todas as linhas e depois ir trocando sé6 algumas linhas. No fim, carregamos
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em OK, confirmar e enviar e finalizar. (Quando diz “a confirmar”, ligamos para confirmar se

¢ possivel obter o medicamento).

2.3.3. Realizacao de devolucgoes

Por vezes é necessario proceder a devolugao de produtos ou medicamentos, quando:
a validade esta a acabar (a farmacia podera devolver o medicamento consoante contrato com
o fornecedor, normalmente 3 a 6 meses antes de acabar); o medicamento nao é recebido em
bom estado de conservagao ou com validade curta (tendo até 48 horas para ser devolvido);
quando se recebe uma circular a pedir a devolugao ou ainda, quando o fornecedor envia um
produto/medicamento nao solicitado pela farmacia.

Para realizar o procedimento de devolugao, abrimos o programa, carregamos em stock
e, em seguida, em gestao de devolugoes. Posteriormente, escolhemos a opgao nova,
fornecedor, selecao do motivo e, em seguida, temos que passar o codigo de barras do produto
e o nimero da fatura que o acompanhou quando foi rececionado pela farmacia. Por fim,

selecionamos a opgao finalizar e imprimir.

2.3.4. Populacio envelhecida e com pouca instrugcao

Dispensar medicamentos e comunicar com os nossos clientes habituais, que faziam
parte de uma populagao envelhecida, teve no inicio alguns obstaculos que, para mim, foram
encarados rapidamente como uma oportunidade de aprender e evoluir enquanto farmacéutica
e ser humano.

Com o avancar da idade, os idosos tém cada vez mais problemas de visao e audicao,
principalmente. Aprendi a ter que comunicar, em certas situagoes, de forma mais pausada e
num volume de voz mais aumentado, para garantir que todas as minhas recomendagoes eram
bem compreendidas e que o cliente nao ficara com nenhuma duvida.

Ainda que em pequena percentagem, existem pessoas analfabetas e, nestes casos,
recorria a desenhos nas caixas para explicar a posologia do medicamento. Por exemplo, se
fosse para tomar ao pequeno almogo, desenhava um sol, se fosse ao almogo desenhava um
prato com talheres e caso fosse a noite, desenhava uma lua.

Adaptar o meu discurso foi uma aprendizagem continua e, certamente, onde mais

evolui.
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2.3.5. Cartao de pontos da farmacia

Figura 3 — Cartdo de pontos da Farmdcia Margato Pereira.

A FMP dispoe de um cartao de pontos que pode ser usado para acumular/ rebater
pontos na aquisicao de produtos ou servicos na farmacia. A adesao é muito simples e facil,
sendo apenas necessario o preenchimento de um formuldrio com alguns dos dados pessoais
do titular do cartao.

O cartao + ¢ gratuito e destina-se a fidelizagdo dos clientes. Este é pessoal,
intransmissivel e destina-se a todos os clientes com idade igual ou superior a 18 anos, ap6s o
correto preenchimento do formulario. Nao é um cartao de crédito ou débito e os pontos
acumulados tém uma validade de 18 meses apds a emissao dos mesmos. Além disso, os pontos

nao podem ser rebatidos por dinheiro nem dao direito a troco.

2.4. Ameacas
2.4.1. Medicamentos esgotados

Foi muito frequente estarem diversos medicamentos esgotados e, apesar de ser uma
realidade que ultrapassa a farmdcia, alguns clientes nao ficavam muito satisfeitos.

Em situagoes mais complicadas, medicamentos sem similar, tinha que aconselhar o
doente a ir ao médico expor a situagao.

Os medicamentos esgotados, infelizmente, foi uma realidade muito presenciada
durante o meu estagio e sao uma ameaga a salide de alguns doentes que precisam do acesso

a estes medicamentos.
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2.4.2. Medicamentos rateados

Considerei uma ameaga porque senti nao conseguir corresponder as expetativas de alguns
doentes que, por vezes, nao conseguiam ter logo acesso ao medicamento quando se dirigiam
a farmacia, uma vez que a farmacia nao conseguia ter um stock grande/razoavel. Além disso,
havia muito tempo dispensado ao telemovel na tentativa de conseguir obter os respetivos

medicamentos.

3. CASOS PRATICOS

3.1. Caso pratico |

A senhora C,, cliente habitual, dirige-se a farmacia queixando-se de dor aguda na ponta
de um dos dedos da mao. Peco se posso observar e reparo que o dedo se encontra bastante
inflamado e com sinais de infecao, nao atingindo ainda a unha. Pergunto ha quanto tempo
reparou que o dedo se encontrava inflamado ou ha quanto tempo sente dor e se sente
comichao. Também pergunto se tinha sofrido algum traumatismo no dedo ou se o tinha
perfurado com um corpo estranho. A cliente responde que tem assim o dedo ha cerca de
dois dias e, como trabalha no campo, com constante contacto com a agua, o dedo ficou mais
irritado, tendo piorado. Nao sentia comichao, nao tinha sofrido nenhum traumatismo, nem

reparou na presenga de um corpo estranho no local inflamado.

Figura 4 — Fotografia tirada ao dedo da senhora C., quando esta se dirigiu a farmdcia.

21



Posto isto, aconselho a lavar o local com uma compressa esterilizada e soro fisiologico,
a usar um spray antisséptico a base de clorohexidina para combater os microorganismos e
uma pomada, Baciderma®, a base de bacitracina e neomicina, para facilitar a cicatrizagao.’ Além
disso, também aconselho a usar um penso a prova de dgua para evitar agravar ainda mais a
irritacdo no dedo e, caso nao sentisse uma melhoria ao fim de 2 ou 3 dias, para procurar um

médico.

3.2. Caso pratico 2

O senhor |., cliente com cerca de 40 anos, queixa-se que sente um ardor nos olhos,
como se tivessem areia. Observo os olhos com atengao e reparo que estes se encontram
visivelmente vermelhos e com as palpebras inchadas. Pergunto ha quanto tempo sente o ardor
e se sente comichao e/ou teve alguma descarga de pus ou muco, que se manifesta, apos secar,
com pequenas crostas que se colam ao olho e dificultam a sua abertura ao acordar. Também
pergunto se o cliente usa lentes de contacto e se tem tido os devidos cuidados de higiene com
as mesmas. O cliente refere que faz uso de lentes de contacto, mas que nao as tem usado nos
tltimos dias e que os sintomas comegaram ha | dia. Sente imensa comichiao, mas que nao
sentiu a presenc¢a de muco nos olhos quando acordou.

Como os sintomas nao comegaram ha muito tempo, nao descarto a possibilidade de
conjuntivite viral ou bacteriana, mas assumo como sendo uma conjuntivite alérgica dado que
nao apresenta muco e, além do mais, o cliente apresenta um historico de medicamentos para
a rinite alérgica cronica e podera, de algum modo, estar associado.

Aconselho a limpeza dos olhos com soro fisiolégico e compressas estéreis, a usar
lagrimas artificiais para combater a secura ocular e a fazer uma pausa no uso das lentes de
contacto. Relembro também para nao esfregar os olhos porque pode acentuar a irritagao e a
nao partilhar toalhas de limpeza do rosto, bem como a lavar bem as maos antes e depois de
lavar os olhos. Por fim, fago a adverténcia de procurar o médico caso os sintomas nao

desparecam ao fim de 2 a 3 dias.

3.3. Caso pratico 3

A senhora M, cliente regular, dirige-se a farmacia e pede aconselhamento de um creme
facial para o filho. Informa que o mesmo tem |7 anos e apresenta vermelhidao na zona das

bochechas, algo que o incomoda e lhe baixa a auto-estima.
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Sugeri levar o pack roséliane creme + roséliane fluido de limpeza.* ® Expliquei que o
fluido de limpeza era muito importante pois, além de limpar, iria apaziguar, suavizar e preparar
a pele para a aplicagao do creme. Em seguida, devera aplicar o creme, insistindo mais na zona
das bochechas, a fim de diminuir a vermelhidao e restaurar e proteger a barreira cutanea.
Informo também que o fluido de limpeza nao precisa de enxaguamento e pode ser aplicado
com um algodao e que este procedimento devera ser feito de manha e/ou a noite.

Por fim, aconselhei evitar a exposicao a temperaturas muito frias ou muito quentes e

ao uso de um protetor solar sem perfume.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Este estagio curricular nao sé contribuiu para aprender e consolidar os conhecimentos
adquiridos ao longo do mestrado, como também para aprender o valor da amizade no trabalho
e o papel fulcral do farmacéutico na sociedade. Por isso, tenho a agradecer a excelente equipa
técnica da FMP por me ter acolhido de bragos abertos e por me ter apoiado nesta etapa tao
importante do curso, assim como também a minha orientadora, Dra. Carla Borlido, pela

orientagao no relatério de estagio e por toda a disponibilidade que sempre me dispos.

Aprendi que o trabalho numa farmacia comunitaria é de elevada responsabilidade e
importancia e requer competéncias tanto profissionais, como humanas.

O mercado esta a mudar, novos medicamentos estao a ser introduzidos e tantos
outros estio constantemente esgotados ou deixam de ser produzidos. E preciso que

estejamos sempre atualizados e com ideias novas e criativas.
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ABREVIATURAS

* AMPc - Adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico

= AVC - Acidente Vascular Cerebral

* CFMs - Microelétrodos de Fibra de Carbono

* CNTs - Nanotubos de carbono

* DA - Dopamina

* DAT - Transportador de Dopamina

= DOPAC - Acido 3,4-di-hidroxifenilacético

= EC - Eletroforese capilar

= ECS - Espaco Extracelular

*= fMRI - Imagem por ressonancia magnética funcional
* FSCV - Voltametria Ciclica de Varrimento Rapido
= GABA - Acido gama-aminobutirico

* HPLC - Cromatografia liquida de elevada pressao
= MAO - Enzima Monoamina Oxidase

* NM = Neuromoduladores

=  NO - Oxido nitrico

* NT - Neurotransmissores

= PD - Doenca de Parkinson

= PEPS - Potencial Excitatério Pos-Sinaptico

* PET - Tomografia por Emissao de Positroes

* PIPS - Potencial Inibitorio Pos-Sinaptico

= SEM - Microscopia eletronica de varrimento

= SNC - Sistema Nervoso Central

* TDAH - Transtorno do Déficit de Atengao com Hiperatividade

= VT = Volume Transmission
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RESUMO

O sistema nervoso central (SNC) é constituido por células neuronais que, entre outras
funcgoes, libertam neurotransmissores e neuromoduladores responsaveis pela comunicagao
quimica entre as células. Estas moléculas podem ser eletroativas e, portanto, serem detetadas
por técnicas eletroquimicas como a amperometria e a voltametria ciclica de varrimento
rapido.

O estudo, detecao e monitorizagdo no espago extracelular foi possivel com a
descoberta, aperfeigoamento e miniaturizagao de microelétrodos implantados in vivo, dado
que permitem a dete¢ao e monitorizagao da neurotransmissao em tempo real e com elevada
resolugao espacial.

Os microelétrodos de fibra de carbono, dadas as vantagens que apresentam, foram os
primeiros sensores quimicos a revelar grande utilidade no estudo e monitorizagao de
neurotransmissores e neuromoduladores ex vivo em fatias de cérebro e in vivo em animais

anestesiados e acordados.
Palavras-chave: Sistema Nervoso Central, Neurotransmissores e Neuromoduladores,

Espaco Extracelular, Microelétrodos, Amperometria, Voltametria Ciclica de Varrimento

Rapido.
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ABSTRACT

The central nervous system (CNS) is constituted by neuronal cells which,
amongst other functions, release neurotransmitters and neuromodulators responsible
for the chemical communication between cells. These molecules can be electroactive
and, as such, be detected by electrochemical techniques such as amperometry and
fast scanning cyclic voltammetry.

The study, detection and monitorization in the extracellular space was made
possible by the discovery, enhancement and miniaturization of microelectrodes
implanted in vivo, given that these allow for detection and monitorization of
neurotransmissions in real time and with high special resolution.

The carbon fiber microelectrodes, given their advantages these allow for, were
the first chemical sensors to reveal great utility in the study and monitorization of
neurotransmitters and neuromodulators ex vivo in slices of brain and in vivo in

anesthetized and awake animals.

Keywords: Central Nervous System, Neurotransmitters and Neuromodulators,

Extracellular Space, Microelectrodes, Amperometry, Fast Scan Cyclic Voltammetry.
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I.INTRODUCAO

A monitorizagao dos neurotransmissores e neuromoduladores pode ser feita
recorrendo a métodos ex vivo, que sao geralmente mais simples, apesar de necessitarem de
cortes histoldgicos do cérebro de um organismo recentemente morto, ou através de métodos
in vivo em animais anestesiados e acordados envolvendo registo cronicos. Como importa saber
a cinética e o local onde estes neurotransmissores (NT) e neuromoduladores (NM) sao
libertados, € comum o uso dos métodos in vivo, e ex vivo em fatias de cérebro. (STUART, J. et
al., 2004)

O estudo de moléculas sinalizadoras no cérebro divide-se essencialmente em dois
subgrupos: as técnicas de neuroimagem e as técnicas minimamente invasivas de microdidlise e
micro(bio)sensores. A grande vantagem das técnicas de neuroimagem como a imagem por
ressonancia magnética funcional, (fMRI), e a tomografia de emissao de positroes, (PET), sdo o
facto de nao serem invasivas, contudo permitem uma monitorizagio com resolugao temporal
e espacial mais limitada. (KEHR, Jan e YOSHITAKE, Takashi, 2013). Por outro lado, as técnicas
minimamente invasivas como a amperometria e a voltametria de varrimento rapido (FSCV)
utilizando microssensores baseados em microelétrodos permitem uma monitorizagao mais
resolutiva (temporal e espacial , além de oferecerem boa seletividade e sensibilidade.

(ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

2. SISTEMA NERVOSO CENTRAL

2.1. Organizacao celular: Neurénio e Glia

O sistema nervoso central é constituido por neurodnios e por células gliais que, entre
outras fungdes, suportam e protegem os neurodnios. Os neuronios sao células altamente
especializadas que formam circuitos e redes de elevada complexidade. Sao constituidos, de
uma forma muito genérica, por dois prolongamentos celulares (dendritos e axonio), corpo
celular, células de Schwann e pelos nédulos de Ranvier. Podem classificar-se tendo em conta
a sua estrutura ou a sua fungdo em neuronios aferentes (sensoriais), neurdnios eferentes
(motores) e neuronios de associagao (interneuronios), sendo que a nivel estrutural se podem
ainda designar de multipolares, bipolares e unipolares. Os neurodnios multipolares contém
varios dendritos e um axoénio, constituindo a maioria dos neurénios do SNC. Os neuronios
bipolares sao constituidos apenas por um dendrito e um axénio e os neuronios unipolares

contém um axoénio, mas nao tém dendritos. (SEELEY, Rod R. et al., 201 1)
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As células gliais (nevroglia) tém fungoes muito importantes no SNC, sendo estas
responsaveis pela funcao fagocitica, pela formagiao da bainha de mielina e liquido
cefalorraquidiano e ainda na formagao da barreira hemato-encefilica. Os astrocitos
constituem um tipo particular de células gliais importantes na regulagao da composi¢ao do
liquido extracelular do encéfalo, por isso uma lesao ao nivel do encéfalo é acompanhada por
uma astrocitose reativa. Além disso, também estao envolvidas na atividade sinaptica e
metabolismo, uma vez que libertam substancias quimicas que regulam estas fungoes.(SEELEY,

Rod R. et al, 201 1)
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Figura | — Representagdo esquemdtica de um neurénio e sinapse.

Representacdo esquemdtica de trés zonas distintas de um neurdnio: corpo celular, dendrites e axdnio.
Sdo estes que, apés libertagdo na fenda sindptica, sGo responsaveis pela comunicagdo quimica entre
as células. (Adaptada de CARVALHO, Arsélio Pato, 1963)

As células ependimarias também estao envolvidas na neurotransmissao, sendo o
movimento do liquido cefalorraquidiano a sua principal fungao. O conjunto das células
ependimarias envolvidas em vasos sanguineos constituem os plexos coroideus que sao
responsaveis pela secre¢ao do liquido cefalorraquidiano. A micréglia atua, por fagocitose, em
resposta a lesoes ao nivel do encéfalo. Por isso a sua quantificagao se torna tao importante
aquando da suspeita de um acidente vascular cerebral (AVC) ou uma infecao. Os
oligodendrocitos constituem também a nevroglia, cuja fungao também reside sobretudo na

formacgao das bainhas de mielina. (SEELEY, Rod R. et al., 201 1)
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2.2. Sinapse

As células comunicam umas com as outras através de sinapses, que podem ser elétricas
ou quimicas. Nas sinapses elétricas, os potenciais de agao sao conduzidos rapidamente entre
células. Através dos conexénios, o movimento de ides pode gerar uma corrente elétrica local
que gera um potencial de acao na célula adjacente. As sinapses elétricas, apesar da sua
importancia ao nivel do musculo cardiaco e musculo liso, ndao sao muito comuns (ca. 10%) e,
por isso, nao irao aqui ser abordadas. (SEELEY, Rod R. et al., 201 I)

As sinapses quimicas sao constituidas pelo terminal pré-sinaptico, fenda sinaptica e
membrana pés-sinaptica (Figura 2). Quando um potencial de agao chega a um terminal pré-
sinaptico, este produz e liberta neurotransmissores que se vao ligar de forma reversivel a
recetores especificos da membrana pods-sinaptica. Portanto, € um processo que envolve a
libertagao de neurotransmissores e a sua posterior eliminagao (clearance). (SEELEY, Rod R. et

al, 2011)
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Figura 2 — Neurotransmissdo quimica numa sinapse. (Adaptada de SEELEY, Rod R. et al., 201 1)

De forma mais pormenorizada, quando um potencial de agao chega ao terminal pré-
sinaptico, sao envolvidas reagoes e outros fendmenos que culminam com a libertagao por
exocitose de um ou mais neurotransmissores. Aos mesmo tempo, quando este potencial é

aplicado, abrem-se os canais de calcio dependentes do potencial e inicia-se a difusao destes
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ioes para dentro das células. A entrada destes ioes nas células provoca a fusao da membrana
pré-sinaptica com vesiculas sinapticas e estas libertarao, por exocitose, os neurotransmissores
na fenda sinaptica. Posteriormente, os neurotransmissores libertados poderao ligar-se, de
forma reversivel a membrana pés-sinaptica, através da atuagao de recetores especificos. Estes
recetores estao estreitamente relacionados com os neurotransmissores, pelo que esta ligagao
¢ altamente especifica. Além disso, os neurotransmissores poderao ligar-se a varios recetores,
pelo que a resposta resultante nas células sera diferente consoante a ligagao que se estabelega.
(SEELEY, Rod R. et al., 201 )

Por fim, os neurotransmissores serao removidos, pelo que o seu efeito na membrana
pos-sinaptica nao é duradouro. Como exemplo, a enzima acetilcolinesterase que decompoe a
acetilcolina e as enzimas monoamina oxidase (MAO) e catecol-O-metiltransferase que

decompoem a noradrenalina. (SEELEY, Rod R. et al., 201 1)

2.3. Comunica¢dao Quimica

Para que ocorra uma comunicagao quimica entre as células, é necessario que se
libertem neurotransmissores para a fenda sinaptica pois, como ja explicitado, os potenciais de
agao nao se propagam diretamente de uma membrana para a outra. (SEELEY, Rod R. et al,
2011)

Inicialmente pensou-se que cada neurdnio segregava apenas um tipo de
neurotransmissor, contudo chegou-se a conclusao que um mesmo neurénio podera produzir
mais de um tipo de neurotransmissor. Uma vez que, dependendo do neurotransmissor e dos
recetores que sao recrutados, as células poderao assumir diversas atividades, uma
desregulagao na neurotransmissao podera provocar doengas neuro-degenerativas ou
psicoticas como por exemplo a doenga de Parkinson, doenga de Alzheimer e a depressao.
(SEELEY, Rod R. et al., 201 I)

Os sinais pos-sinapticos poderao entio ser de natureza excitatéria ou inibitoria,
consoante a ligagdo que se estabelega entre os neurdnios e os recetores. Os neuronios
excitatorios sao responsaveis pela produgao de um potencial excitatorio pos-sinaptico (PEPS),
que resulta de uma despolarizagao local, com a consequente ocorréncia de uma resposta
estimulatoria. Pelo contrario, uma resposta ao nivel do SNC de natureza inibitoria ocorre por
acao dos neuronios inibitorios. (SEELEY, Rod R. et al., 201 I)

Existe também um grupo de substancias neuroativas que atuam por ‘“volume
transmission” (VT), uma neurotransmissao particular que ocorre fora da fenda sinaptica.

Enquanto que a comunicagao quimica na fenda sinaptica é mais rapida e precisa, a VT ocorre
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a uma menor velocidade, mas, no entanto, com um alcance maior. (TABER, Katherine H. et

al, 2014)

3. NEUROTRANSMISSORES E NEUROMODULADORES

Para que uma dada substancia seja classificada como NT devera ser sintetizada num
neurdnio, exercer um dado efeito numa célula-alvo apos ser libertada do terminal pré-
sindptico e ser detentora de um mecanismo capaz de a remover da fenda sinaptica.
(SCHWARTZ, James H., 2001)

Como exemplos de neurotransmissores/neuromoduladores temos a acetilcolina, as
aminas biogénicas (serotonina, dopamina e noradrenalina), os aminoacidos (GABA, glicina,
glutamato), as purinas (adenosina), os neuropéptidos (substiancia P, endorfinas) e os gases

(NO). (STUART, ). et al.,, 2004; SEELEY, Rod R. et al., 201 1)

3.1. Compostos Eletroativos e Nao Eletroativos

Tendo em conta as propriedades eletroquimicas, os neurotransmissores podem ser de
dois tipos:

Eletroativos — apresentam propriedade redox de oxidagao ou redugao e, por isso,
podem ser detetados diretamente em elétrodos de trabalho por técnicas eletroquimicas.

Nao Eletroativos — podem ser detetados por métodos eletroquimicos de forma

indireta, por exemplo por via de uma reagao enzimatica com oxidases (biossensores

eletroquimicos). (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)
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Figura 3 — Derivados da tirosina — dete¢do do potencial de oxidacdo das catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina) e dos principais metabolitos da dopamina (DOPAC, dcido homovanilico e
3-metoxitiramina) através das suas reagoes redox.

Derivados do triptofano (serotonina e seu metabolito, dcido 5-hidroxi-indolacético) e outras moléculas
eletroativas (adenosina, acido ascorbico e acido urico) — detecdo do potencial de oxidagdo através das
suas reagoes redox. (Adaptada de ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

Por observagao da figura 3, podemos constatar que o acido homovanilico e a 3-metoxi-

tiramina, metabolitos resultantes da dopamina, apresentam potenciais mais positivos, pois a
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sua reagao redox leva a formagao de metanol. Também podemos observar que as
catecolaminas sofrem reagoes de oxidagao similares (oxidagao de 2 eletroes), pelo que
apresentam potenciais de pico semelhantes. Portanto, como as catecolaminas e os seus
metabolitos sofrem reagoes redox semelhantes, o processo de selecao das mesmas é mais
dificil s6 com base nestas caracteristicas.

A figura também sugere que a reagao redox dos derivados do triptofano também
envolve a oxidagao de 2 eletroes, pelo que irao apresentar semelhantes potenciais padrao das
catecolaminas. A adenosina sofre oxidagao decomposta por 3 etapas, sendo o potencial de
oxidagao da primeira evidenciado na tabela bastante mais positivo quando comparado com os
outros compostos. Dado que a concentragao de acido ascérbico no espago extracelular é
muito elevada (quando comparada com a concentragao das catecolaminas e outros
compostos), este constituiu uma das principais interferéncias para o estudo eletroquimico
destes neurotransmissores. A oxidacao do acido ascorbico tem uma cinética lenta de
transferéncia de eletroes, o que permite distingui-lo das catecolaminas através de métodos de
varrimento rapido. Também é possivel a implementagao de elétrodos modificados (com
membranas seletivas), a fim de eliminar este interferente aquando do estudo das

catecolaminas. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

3.2. Detecao e Monitorizacdao no Espaco Extracelular do Cérebro

A detecdao e monitorizagao in vivo no espago extracelular (ECS) de NT e NM com
elevada resolugao espacial e temporal tem uma importancia crucial para a compreensao do
funcionamento do cérebro.

O ECS (20% do volume total do tecido) é preenchido pelo fluido extracelular, por isso
a sua composicao fisica tem influéncia na velocidade e no movimento deste fluido. Dada a
complexidade do ECS, o movimento real dos NT e NM podera ter diferentes velocidades em
diferentes zonas. (TABER, Katherine H. et al., 2014)

A microdidlise é uma das técnicas bioanaliticas mais utilizadas em investigagao preé-
clinica para monitorizar a dindmica associadas as variagoes de concentracio de
neurotransmissores e neuromoduladores no espago extracelular. (HASCUP, Kevin N. e
HASCUP, Erin R, 2014) Além disso, permite selecionar e detetar um elevado nimero de
moléculas quando associada a técnicas separativas de elevada resolugao como a cromatografia
liquida de elevada pressao (HPLC) ou eletroforese capilar (EC). (BUCHER, Elizabeth S. e
WIGHTMAN, R. Mark, 2015)
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E utilizada uma sonda fabricada com uma membrana de didlise numa das suas
extremidades no interior da qual flui uma solugao de perfusao. As moléculas de baixo peso
molecular atravessam a membrana semipermeavel devido ao gradiente de concentragao e sao
depois analisadas por métodos separativos convencionais (e.g. HPLC, EC). (HASCUP, Kevin
N. e HASCUP, Erin R., 2014) As taxas de fluxo usadas sao relativamente baixas, de modo a
prevenir danos nos tecidos, pelo que a técnica se torna demasiado lenta. (BUCHER, Elizabeth
S. e WIGHTMAN, R. Mark, 2015)

Esta técnica apresenta como principais desvantagens o dano significativo causado nos
tecidos devido a dimensao das sondas com diametros >200 uym e ainda a baixa resolucao
temporal (ca. 10 min). (HASCUP, Kevin N. e HASCUP, Erin R., 2014)

Uma alternativa na monitorizacao dos neurotransmissores envolve a utilizacao de
métodos espetroscopicos como a fMRI ou PET cuja principal vantagem deriva de serem
abordagens nao invasivas e poderem ser utilizadas em humanos. No entanto, apresentam uma
baixa resolugao temporal e espacial e implicam a utilizagao de agentes farmacologicos. (KEHR,
Jan e YOSHITAKE, Takashi, 2013)

Como vimos anteriormente, varios NTs e NMs s3o facilmente oxidaveis em elétrodos
de carbono ou platina a potenciais relativamente baixos, ca. +0.5 V vs. Ag/AgCl, de que sao
exemplos a dopamina, a noradrenalina, serotonina e o ascorbato. Por isso, podem ser
detetadas por métodos eletroquimicos com a utilizagao por exemplo de microeléctrodos de
fibra de carbono. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

Também os niveis de oxigénio no cérebro e o perdxido de hidrogénio demonstraram
um papel relevante como moléculas sinalizadoras e como moduladores dos
neurotransmissores. A técnica da amperometria (método eletroquimico, abordado mais a
frente), € uma das técnicas que permite, por exemplo a detegcao de oxigénio com a utilizagao
de microelétrodos. (LEDO, Ana et al., 2005) O glutamato (importante NT excitatorio no SNC
dos mamiferos) e o ascorbato sao igualmente medidos no cérebro, usando biossensores de
microelétrodos. (FERREIRA, Nuno R. et al,, 2018; LOURENCO, Catia F. et al., 2017) O oxido
nitrico, de estrutura N=O, é também um neuromodulador que pode ser detetado fazendo
uso de elétrodos com membranas especificas. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008) Este ¢
responsavel essencialmente por um efeito excitatorio ao nivel do SNC, do pénis e da glandula
supra-renal (SEELEY, Rod R. et al,, 201 1), regulando de forma critica diversas funcoes celulares
e teciduais. (TOLEDO R, Jose Carlos e AUGUSTO, Ohara, 2012) Por isso, o seu estudo é
tao importante para a compreensao da neurotransmissao e na associagao a diversas doengas

neurologicas. Os métodos eletroquimicos tém sido usados para detetar e medir o NO in vivo,
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recorrendo a microelétrodos implantados no cérebro. Contudo, este neuromodulador
apresenta algumas dificuldades no seu estudo, uma vez que reage fortemente com outras
moléculas bioldgicas e apresenta baixa concentragao e tempo de semi-vida. Ainda assim,
tratando-se de uma molécula hidrofobica, de dimensoes reduzidas, com rapida difusao e boas
propriedades referentes a taxa e padrao de mudangas de concentragao, faz com que seja
possivel estudar as varias agoes realizadas no cérebro. (BARBOSA, Rui M. et al, 2008;

SANTQOS, Ricardo M. et al., 2008)

4, SENSORES QUIMICOS E BIOSSENSORES BASEADOS EM
MICROELETRODOS

Alguns NTs e NMs nao sao possiveis de estudar de forma indireta porque torna-se
dificil compreender a quantidade libertada, dinamica de concentragao e a localizagao espacial.
O inicio das medidas diretas da neurotransmissao foi possivel com o uso dos microelétrodos.
(DALE, Nicholas et al., 2005)

Um sensor quimico ou biossensor, de uma forma muito genérica, converte um sinal
(nao elétrico) num sinal geralmente elétrico, utilizando um transdutor que permitira obter um
sinal mensuravel depois de processado. (KARUNAKARAN, Chandran et al, 2015) A
transdugao de sinal pode ser de base eletroquimica, otica, piezoelétrica entre outras. Nesta
monografia irao ser abordados apenas os sensores e biossensores eletroquimicos.

O biossensor tem como principal caracteristica possuir uma molécula biologica ou
biorecetor (e.g. enzima, DNA ou anticorpo) em estreito contacto com o transdutor. A
acumulagao do produto ativo no biossensor indica a concentragao do analito. (DALE, Nicholas
etal., 2005) Os biossensores podem ainda ser classificados de cataliticos ou de afinidade, sendo
que os primeiros geram produtos resultantes da reagao quimica de uma enzima, célula ou
tecido com um substrato, enquanto que nos biossensores de afinidade nao ocorrem
transformagoes quimicas, mas sim formagao de complexos. (KARUNAKARAN, Chandran et
al,, 2015)

As aplicagoes dos sensores e biossensores sao inUmeras, seja na area da salde,
controlo de qualidade, alimentos, ambiente, entre outras. No entanto, a sua aplicagao na area
da salide, nomeadamente na monitorizacao de moléculas no cérebro, necessitou de sofrer
algumas adaptagoes. Isto porque a zona de andlise, o cérebro, sendo muito sensivel, provoca
facilmente reagoes adversas e efeitos indesejaveis aquando da sua implantagao. (VASYLIEVA,

Natalia, 2012)
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O primeiro biossensor, o elétrodo de oxigénio de Clark, permitiu registrar
continuamente e em tempo real a saturagao do oxigénio no sangue, o que contribuiu para a
seguranc¢a dos doentes durante as cirurgias ou quando estes estavam em condi¢oes de risco
de hipoxia, por exemplo. Atualmente, os elétrodos amperométricos e potenciométricos
usados para monitorizagao de gases, baseiam-se na ideia de Clark que implementou o uso de
uma membrana ou um revestimento semipermeavel para proteger o sensor de interferentes.
(KEHR, Jan e YOSHITAKE, Takashi, 2013; LEDO, Ana et al., 2017)

Entre os sensores eletroquimicos, os sensores voltamétricos sao os mais sensiveis para
o estudo de espécies eletroativas. Estes sao constituidos, geralmente, por uma célula com trés
elétrodos: um elétrodo de trabalho, um elétrodo de referéncia e um elétrodo auxiliar.
Também é necessario um eletrolito de suporte (eletrolito inerte) com elevada concentragao,
de modo conferir elevada condutibilidade elétrica a solugao e a impedir ou minimizar a
migracao dos ioes eletroativos causada pelo campo elétrico. (KEHR, Jan e YOSHITAKE,
Takashi, 2013)

Inicialmente, os elétrodos convencionais eram de pasta de carbono. Estes detém boas
propriedades eletroquimicas, boa compatibilidade biolégica e baixo custo, mas nio eram
passiveis de miniaturizagcao. Apesar da miniaturizagao dos elétrodos constituir uma grande
vantagem porque se tornam menos invasivos, a medida que o tamanho é reduzido, também
as corrente redox medidas sao mais baixas, o que acarreta maiores interferéncias elétricas no
sinal analitico. (DALE, Nicholas et al., 2005)

Os microelétrodos de metal (platina, por exemplo) também conferem vantagens ao
estudo eletroquimico, pois sao altamente biocompativeis e inertes (ndo provocam reagoes

derivadas da corrosao, podendo ser implantados por um longo periodo de tempo) e tém boa

condutividade. (LEDO, Ana et al., 2017)

4.1. Microelétrodos de Fibra de Carbono

Os microelétrodos de fibra de carbono (CFMs) foram desenvolvidos no final da década
de 1970 (SANTOS, Ricardo M. et al, 2008) com o objetivo de estudar a dinamica dos
neurotransmissores no cérebro com elevada resolugio temporal e espacial. KEHR, Jan e
YOSHITAKE, Takashi, 2013) As fibras de carbono podem ter dimensdes variaveis,
(ROBINSON, Donita L. et al., 2008) sendo que as mais utilizadas tém 7 pm ou 30 pm de

diametro.
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Figura 4 — Microfotografia obtida por microscopia eletrénica de varrimento de um microelétrodo de
fibra de carbono com 30 um. (Cedida por: BARBOSA, Rui)

No processo de fabricacio dos CFMs, a fibra de carbono é inserida dentro de um
capilar de vidro que é depois estirado num “puler” cortando-se a ponta da fibra com uma
pinga ou tesoura na dimensao e geometria desejada, cilindrica ou em disco. (SANTOS, Ricardo
M. et al, 2008) Usando o mesmo principio dos CFMs, poderao fabricar-se com fios

microscopicos (25 a 125 pm) de ouro ou platina. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

Corpo rigido Area de detecao

Fio de Pt

Zona de
detecao

Zona de isolamento Fio de Pt

Figura 5 — Representacdo de um microelétrodo de fio de platina.

O corpo rigido contém um pino na extremidade (onde se liga o potenciostato) e uma ponta sensora
fina na outra extremidade (onde emerge o fio de platina, conectado ao pino — drea de detecdo) .A
area de detecdo contém, entre outros componentes, a camada enzimdtica e uma zona de isolamento
para evitar interferéncias. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)
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Dada a sua fragilidade, estes microelétrodos quebram com facilidade o que obriga a
cuidados especiais na sua utilizagdo. Enquanto a geometria cilindrica é considerada mais
adequada para registos in vivo ou ex vivo em tecidos, a geometria em disco planar é muito util
para avaliar processos de exocitose em células individualizadas. (ROBERTS, James G. e
SOMBERS, Leslie A,, 2018)

Existem grupos funcionais na superficie da fibra de carbono que podem ser oxidados
por aplicacio de um potencial positivo usualmente entre +1.0 V e +2,0 V (anodizagao),
possibilitando o aumento da taxa de transferéncia de eletroes a superficie, um aumento da
sensibilidade e diminuigao do limite de detegao (LOD), devido em parte a uma maior adsorgao
dos compostos. No entanto, a superoxidagao podera provocar uma menor seletividade, pelo
que nos estudos mais recentes nao € usual potenciais acima de +1,4 V. (ROBINSON, Donita
L. et al, 2008; ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A,, 2018)

As vantagens dos microelétrodos de fibra de carbono sao inimeras: fabrico facil e
barato quando comparados com os elétrodo metalicos (nao influenciando de modo negativo
a cinética de transferéncia de eletroes); possibilidade de aplicagao de um potencial de oxidagao
mais positivo, quando comparados com os elétrodos de metal e, dada as reduzidas dimensoes
com que podem ser fabricados, os CFMs induzem uma menor disrupgao e dano nos tecido
quando comparados com microeléctrodos de maiores dimensoes. Por isso, os fios de platina
e ouro sao usados maioritariamente em elétrodos enzimaticos (detegao in vivo de substratos
metabdlicos como a glicose ou o lactato com oxidases), também estes protegidos com um
filme polimérico que irda minimizar as interferéncias quimicas e minimizar o bloqueio da
resposta devido a reagao inflamatoria. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

A seletividade in vivo e in vitro, contudo, € uma das principais desvantagens do uso dos
CFMs, por isso estes recebem um pré-tratamento eletroquimico e um revestimento com
membranas e polimeros semipermeaveis na area da superficie ativa. Além disso, técnicas
eletroquimicas como a FSCV ou a cronoamperometria de alta velocidade, uma vez que
permitem uma boa identificagao da substancia em estudo (através das reagoes de oxidagao
que ocorrem na superficie do elétrodo), permitem contornar o problema da seletividade.

(SANTOS, Ricardo M. et al., 2008)

4.2. Detecao da Dopamina

A dopamina é um neurotransmissor/neuromodulador do grupo das catecolaminas e

que desempenha um papel muito importante no SNC, pois estd na base de varias fungoes
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fisiologicas e fisiopatologicas como o circuito da recompensa, dependéncia, cognigao,
memoria, humor e motivagao. (NIELSEN, Anne Kathrine et al.,, 2019)

Existem 5 recetores da dopamina: D| (responsavel pela formagao de AMPc), D2, D3,
D4 e D5. (IVERSEN, Susan D. e IVERSEN, Leslie L., 2007)

O transportador da dopamina (DAT) tem a fungao de recaptar este neurotransmissor
da fenda sinaptica. Uma desregulagao deste transportador provocara estados de doenga, pelo
que a sua importancia € notéria. Por exemplo, a Doenga de Parkinson esta associada a
desregulagao do DAT, com consequéncia na baixa concentragao de DA. (NIELSEN, Anne
Kathrine et al, 2019) O primeiro tratamento a surgir, apos a associagao da diminuigao
acentuada de DA e a PD, foi com L-DOPA, cujas dosagens e combinagdes foram sendo
melhoradas ao longo do tempo. (IVERSEN, Susan D. e IVERSEN, Leslie L., 2007)

Um elevado nimero de pessoas a escala mundial sofre com a Doenga de Parkinson,
pelo que se tem despoletado uma enorme investigagao nesta area que permita entender como
atua este neurotransmissor e de que forma a diminuigao da sua concentragao podera provocar
um estado de doenga. (SOUZA, Cheylla Fabricia M. et al., 201 1)

Também o Transtorno do Déficit de Atencao com Hiperatividade (TDAH) esta
associado a uma diminuicao da concentracao da DA na fenda sinaptica. As anfetaminas
poderao ser uma forma de tratamento, mas tém a desvantagem de provocar uma libertagao
muito acentuada da DA. Assim sendo, o metilfenidato é uma alternativa de tratamento, pois
inibe o DAT, diminuindo assim a recaptagao da DA, ao invés de provocar libertagoes
indiscriminadas da mesma. (IVERSEN, Susan D. e IVERSEN, Leslie L., 2007)

A didlise intracerebral é um dos métodos de detegcao da DA. Neste processo, sao
implantadas sondas miniaturizadas e pequenas quantidades de DA e os respetivos metabolitos
sao separados por HPLC. Posteriormente, tendo em conta tratar-se de um composto
eletroativo, a DA é medida por detecao eletroquimicas. (IVERSEN, Susan D. e IVERSEN, Leslie
L., 2007)

As técnicas de neuroimagem dado nao serem invasivas permitiram o comego do estudo
da DA no cérebro do ser humano. (IVERSEN, Susan D. e IVERSEN, Leslie L., 2007) Contudo,
os estudos in vivo e ex vivo por FSCV permitiram a monitorizacao das flutuagcoes deste

neurotransmissor. (HERMANS, Andre et al., 2008)
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5. METODOS ELETROQUIMICOS EM NEUROCIENCIAS

Os métodos eletroanaliticos fundamentam-se em propriedades elétricas mensuraveis,
tais como a diferenga de potencial, corrente e carga elétrica, entre outras, a partir da interagao
de fendmenos de oxidagao-redugao de uma dada espécie quimica. Estes fenomenos de
interacdo podem ser observados aquando da aplicagio de uma perturbagao elétrica
devidamente controlada. As informacdes sobre um dado analito sio obtidas medindo a
corrente redox, que resulta da aplicagao de uma diferenga de potencial entre o elétrodo de

referéncia e o elétrodo de trabalho. (BUCUR, Bogdan, 2012)

5.1. Amperometria

Na andlise de espécies eletroativas pela amperometria, uma vez que se trata de uma
técnica eletroquimica, a transferéncia de eletroes durante as reagoes redox dessas mesmas
espécies, permite a medicao de uma corrente redox, possibilitando assim a detegao da
substancia eletroativa. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

Nesta técnica, é aplicado um potencial constante ao elétrodo de trabalho (geralmente
mais positivo do que o necessario para a oxidagao do substrato) e é medida a corrente redox
ou faradaica que resulta da oxidagao ou redugao da espécie quimica, (LAMA, Rinchen D. et al.,
2012; WIGHTMAN, R. Mark, 2006) o que possibilita a quantificagao do numero de moléculas
eletroativas. (KITA, Justin M. e WIGHTMAN, R. Mark, 2008)

Os neurodnios, quando estimulados, libertam NTs e estes sao determinados a partir da
forma do pico. (BUCHER, Elizabeth S. e WIGHTMAN, R. Mark, 2015) Os poros de fusao
influenciam a seletividade quimica das substancias a serem libertadas das vesiculas durante a
neurotransmissao, pois o seu tamanho permite a passagem de certas moléculas em detrimento
de outras. (FATHALI, Hoda e CANS, Ann-Sofie, 2018) A cinética da abertura do poro de
fusao entre a membrana da célula e a vesicula é ditada pelo tempo que o pico demora a subir.
(BUCHER, Elizabeth S. e WIGHTMAN, R. Mark, 2015)

Monitorizar vesiculas de pequenas dimensoes pode ser uma tarefa bastante complicada,
por isso € comum a associagao de técnicas eletroquimicas com técnicas de neuroimagem, pois
estas ultimas fornecem informages complementares no que diz respeito ao rastreamento da
vesicula desde a fusao até a libertagao dos NTs. (FATHALI, Hoda e CANS, Ann-Sofie, 2018)

Uma das grandes vantagens da amperometria € a possibilidade de registar sinais com
elevada resolugao temporal na ordem dos milissegundos. (WIGHTMAN, R. Mark, 2006) Além

disso, os reagentes nao sofrem adsorgao na superficie dos elétrodos, uma vez que as espécies
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sao imediatamente eletrolisadas. (ROBINSON, Donita L. et al, 2008) A simplicidade de
execugao da técnica é considerada outra grande vantagem. (FATHALI, Hoda e CANS, Ann-
Sofie, 2018) Uma das desvantagens ¢é a seletividade limitada (ROBINSON, Donita L. et al,
2008) principalmente se é utilizado um potencial elevado (> +0.5V) a partir do qual muitos
compostos presentes no espago extracelular do cérebro sofrem oxidagao em elétrodos de
carbono ou platina. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008) Por isso, dado a reduzida seletividade,
os sensores e biossensores sao revestidos com filmes poliméricos que conferem um aumento
da seletividade, excluindo assim interferentes. (ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A,
2018)

Comparativamente a FSCV, a amperometria € uma técnica mais uniforme e necessita
de apenas um unico instrumento de andlise, além de permitir registros continuos ao longo de
varias horas (dado que sofre menos flutuagdes na corrente capacitiva). (LEDO, Ana et al.,
2018)

Esta técnica pode ser usada para detetar e monitorizar a dinamica de concentragao de
neurotransmissores e neuromoduladores incluindo substancias secretadas por exocitose a
partir de vesiculas ou granulos contidos a partir de células individualizadas. Além disso, faz

distingao entre sinais que possam surgir de estimulos elétricos nao seletivos (células e nervos

periféricos). (LAMA, Rinchen D. et al., 2012; ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

Microelétrodo

Estimulo
® _,//

Libertagao dé ® ) ©
neurotransmissores

Figura 6 — Libertacdo de neurotransmissores por aplicacio de um potencial de agdo a um
microelétrodo proximo de uma célula.

Apés a aplicagdo de um potencial de acdo, as vesiculas libertam moléculas eletroativas (por exemplo,
catecolaminas) que depois sdo detetadas (pela forma do pico) e quantificadas (pelo tempo que o pico
demora a subir). (Adaptada de FATHALI, Hoda e CANS, Ann-Sofie, 2018)
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A amperometria tem sido amplamente utilizada na detegao de catecolaminas e muitos
outros neurotransmissores e neuromoduladores. (ROBINSON, Donita L. et al., 2008; LEDO,
Ana et al, 2017) Além disso, também pode ser aplicada em imunoensaios, uma vez que
correlaciona a quantidade de anticorpos e antigénios que se ligam e tem também permitido
estudos adicionais de proteinas, como por exemplo, a correlagao de uma diminuigao da
libertagao de dopamina e noradrenalina com o silenciamento genético da sinaptotagmina |, ou
ainda a correlagao de uma maior libertagao de catecolaminas com a diminuigao da sinapsina.

(KITA, Justin M. e WIGHTMAN, R. Mark, 2008)

5.2. Voltametria Ciclica de Varrimento Rapido

A FSCV é uma variante da voltametria ciclica, usada mais particularmente em
neurociéncia, (ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018) pois é bastante util em
estudos onde seja necessario acompanhar mudangas quimicas consideravelmente rapidas
(HERMANS, Andre et al,, 2008), dado que permite estudar uma comunicagao quimica em
tempos na ordem do subsegundo. (ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

Esta técnica surgiu em alternativa a microdialise, uma vez que é menos invasiva e tem
uma melhor resolugao temporal. (KITA, Justin M. e WIGHTMAN, R. Mark, 2008)

Faz uso de uma forma de onda triangular que é aplicada a um microelétrodo a uma
elevada taxa de varrimento (>100 V/s), oxidando e reduzindo rapidamente espécies
eletroativas na superficie do elétrodo. Além disso, a forma de onda triangular, uma vez que
pode ser repetida, permite recolher informagdes cinéticas acerca do NT em estudo.
(ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018) Alterando os limites potenciais, a taxa de
varrimento e a frequéncia de aplicagao da forma de onda é possivel controlar e otimizar os
varios aspetos de desempenho, como a sensibilidade, a seletividade e a resolugao temporal.
(ROBINSON, Donita L. et al., 2008; ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

O voltamograma ciclico (representagao grafica da analise voltamétrica — corrente
redox com fun¢ao de um potencial aplicado) permite detetar e identificar as espécies através
dos potenciais de pico e, posteriormente, as correntes de pico sao convertidas em
concentragoes, usando fatores de calibragao que se podem obter através de padroes com
uma concentragao conhecida. (ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

Esta técnica faz uso de dois ou trés elétrodos, sendo aqui referenciado o sistema de
trés elétrodos (circuito potenciostatico) que é o mais usual para esta medi¢oes analiticas, pois
contorna as limitagoes do uso de apenas dois elétrodos. Enquanto a técnica de dois elétrodos

implica a existéncia de apenas do elétrodo de trabalho e do elétrodo de referéncia, a técnica
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de trés elétrodos faz uso de um terceiro elétrodo, o elétrodo auxiliar, que pode ser de platina,
ouro, carbono vitreo, ou outros materiais. A inser¢ao do elétrodo auxiliar é mais adequada
em solugoes de elevada resisténcia eletrolitica que nao é o caso do fluido extracelular. No
entanto, quando usado o elétrodo auxiliar em medi¢oes eletroquimicas no cérebro, este é
geralmente em ago inoxidavel. (PACHECO, W. F. et al,, 2013)

Um dos aspetos mais importantes desta técnica é a velocidade de varrimento, que
pode ser aumentada (devido aos CFMs que toleram aplicagoes de taxas de varrimento mais
rapidas) passando a ser compativel com o intervalo de tempo da sinalizagao neuroquimica. As
elevadas velocidades de varrimento do potencial sao possiveis com a utilizagao de
microelétrodos, ainda assim geram elevadas correntes capacitivas que tém que ser subtraidas
para se poder medir a corrente faradaica resultante da reagao redox do analito. (ROBERTS,
James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

As catecolaminas, dado serem compostos cationicos a pH fisiologico, ficam adsorvidas
na superficie do elétrodo quando este é mantido a um potencial negativo, ficando pré-
concentradas antes de se iniciar o processo (método para aumentar a seletividade e diminuir
o limite de detegao). (ROBINSON, Donita L. et al., 2008)

Esta técnica tem sido frequentemente utilizada para investigar os mecanismos
reguladores da libertagao e recaptacao da DA em sub-regides do estriado. (HERMANS, Andre
et al., 2008) A forma de onda para detetar e monitorizar a DA usualmente varia de -0,4V a
+1,3V, 2 400 V/s, com uma frequéncia de 10 Hz e mantendo um potencial de -0,4 V durante
90 ms entre cada varrimento. A amplitude do sinal traduz a mudanga de concentragao da DA
na superficie do elétrodo e as flutuagoes quimicas sao facilmente observadas pela recolha

consecutiva dos voltamogramas. (ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)
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Figura 7 — Formas de onda mais comuns da FSCV: forma de onda triangular (A), formas de onda em
“N” (B e C) e formas de onda com taxa de varrimento multiplo (D e E). (Adaptada de ROBERTS,
James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

A forma de onda triangular padrao (Figura 7, A) é comumente utilizada para quantificar
catecolaminas, peroxido de hidrogénio e mudangas no pH. Tal como podemos observar na
figura, esta onda é limitada por potenciais que variam de -0,4V a +1,3V. Para diferenciar a
noradrenalina da adrenalina, por exemplo, basta alterar a forma da onda, pois a adrenalina
sofre uma reagao secundaria que ira gerar um pico adicional no voltamograma. Podemos
também observar que a adenosina sofre dois picos de oxidagao (Figura 7, D), gerando um
voltamograma caracteristico que a diferencia das catecolaminas e outras substancias.
(ROBERTS, James G. e SOMBERS, Leslie A., 2018)

Portanto, analisando os dados de um voltamograma (picos de oxidagao caracteristicos,
taxa de varrimento, entre outros) podemos detetar e selecionar facilmente uma substancia,
dando assim importante relevancia a esta técnica para o estudo e monitorizagio de

neurotransmissores e neuromoduladores.
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6. Consideracdes Finais

Outrora, grande parte das doengas relacionadas com o SNC eram dificeis de
compreender porque nao existiam metodologias bioanaliticas capazes de as correlacionar com
as moléculas presentes no fluido extracelular. A descoberta das propriedades eletroativas em
algumas dessas moléculas permitiu que emergissem finalmente algumas técnicas eletroquimicas
capazes de as detetar e monitorizar.

A evolucao dos sensores para os microssensores, dada a suas vantagens, permitiu que
os neurotransmissores e neuromoduladores fossem analisados em tempo real mais
eficazmente e com elevada resolugao espacial. Certos estados comportamentais de um
organismo puderam ser assim relacionados com a desregulagao de alguns neurotransmissores
e, deste modo, aumentou a compreensao de certos estados de doenga e como os controlar
ou minimizar. Entre as técnicas mais usadas para este estudo analitico, estao a amperometria
e a voltametria ciclica de varrimento rapido, dadas as vantagens que apresentam.

O conhecimento atual acerca das dinamicas da neurotransmissao e da neuromodulagao
ainda € um longo caminho a percorrer, mas ira seguramente contribuir cada vez mais no futuro
para a compreensao dos mecanismos envolvidos nos disturbios psicéticos e nas doengas

neurodegenerativas que afetam um numero crescente de seres humanos.
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