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Resumo

O estagio curricular tem como grande objetivo a aproximacgao do estudante a realidade
da profissao. Durante esse periodo, é expectavel que os conceitos aprendidos durante os 5

anos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas sejam usados na pratica.

A farmacia comunitaria é a face mais visivel da profissao farmacéutica. Trata-se de um
espago de saude e é, muitas vezes, o primeiro local ao qual as pessoas recorrem aquando do
aparecimento de sinais e sintomas preocupantes. O ato do aconselhamento é o pilar da

prestacao de cuidados farmacéuticos.

A industria farmacéutica apresenta-se como uma area dindmica e em constante
evolucio e prova frequentemente a sua importincia para a sociedade. E essencial para garantir
a seguranga dos medicamentos e esta intimamente relacionada com o aumento da esperanga
de vida e da qualidade de vida das pessoas. A tematica da canabis medicinal é recorrente na
industria farmacéutica. Trata-se de um assunto muito atual, contudo ainda provoca dulvidas e

leva a diversos debates.

O farmacéutico ao desenvolver a sua atividade, em qualquer uma das areas das Ciéncias
Farmacéuticas, lida com a doenga. Uma das doengas que mais preocupa e que apresenta uma
grande incidéncia no mundo é o cancro. O cancro esta intrinsecamente ligado a disrupgao do
ritmo circadiano. O ritmo circadiano é vital para manter a homeostase fisiologica e a fungao
normal de todos os organismos. Os RORs sao reguladores importantes em varios tipos de
cancro devido ao seu papel fundamental na imunidade, no ritmo circadiano e na homeostase
metabdlica. Devido a importancia que assume, o ritmo circadiano tem sido um alvo emergente

para a prevengao e tratamento do cancro.

Palavras-Chave: Farmacia Comunitaria, Industria Farmaceéutica, Ritmo Circadiano, Cancro,

ROR.



Abstract

The main objective of the curricular internship is to bring the student closer to the
reality of the profession. During this period, it is expected that the concepts learned during

the 5 years of the Integrated Masters in Pharmaceutical Sciences are put to practice.

Community pharmacy is the most known area of the pharmaceutical profession. It is a
health space and is often the first place people turn to when symptoms of concern start to

appear. The act of counseling is the pillar of pharmaceutical care.

The pharmaceutical industry presents itself as a dynamic and constantly evolving area
and often proves its importance to society. It is essential to ensure the safety of medicines and
is closely related to increasing people's life quality and expectancy. Medicinal cannabis is a
recurrent topic of the pharmaceutical industry. Although a modern topic, it still raises doubts

and leads to several debates.

The professional pharmacist while executing his activity, in any of the areas of
Pharmaceutical Sciences deals with disease. One of the most worrisome diseases of current
times with a high rate of incidence in the world is cancer. Cancer is intrinsically connected to
the disruption of the circadian rhythm. The circadian rhythm is vital for maintaining
physiological homeostasis and normal function in all organisms. RORs are important regulators
in several types of cancer due to their key role in immunity, circadian rhythm and metabolic
homeostasis. Due to this importance the circadian rhythm has been an emerging target for

cancer prevention and treatment.

Keywords: Comunnity Pharmacy, Pharmaceutical Industry, Circadian Rhythm, Cancer, ROR.
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Introducao

A farmacia comunitaria revela-se como a face mais visivel da profissao farmacéutica.
Trata-se de um espago de saude, sendo, muitas vezes, o primeiro local ao qual as pessoas

recorrem aquando do surgimento de sinais e sintomas preocupantes.'

A atividade farmacéutica centra-se essencialmente na saude dos cidadaos e o
farmacéutico assume um papel de agente de salde publica e especialista do medicamento.
Percebe-se que a sua principal fungao e responsabilidade é para com o bem-estar das pessoas,
através da oferenda de um tratamento de qualidade, efetividade e seguranga.” O farmacéutico
comunitario apresenta uma influéncia preponderante em areas como a gestao da terapéutica,
a administragao de medicamentos, a detecao precoce de doengas, a promog¢ao de um estilo
de vida saudavel e do autocuidado, a utilizacao racional dos medicamentos e a determinagao
de varios parametros e identificagao de pessoas com risco de vir a desenvolver determinadas
condigdes como, por exemplo, hipercolesterolemia, hiperglicemia ou hipertensio.’ E um
profissional que deve integrar qualquer sistema de saude abrangente, contribuindo

intimamente para a melhoria do acesso aos cuidados de satde.’

Como a area da farmacia comunitaria € a mais representativa da classe farmacéutica,
devido a visibilidade, a importancia que detém junto do cidadao e a percentagem elevada de
profissionais que absorve®, esta inscrita no plano de estudos do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC)
como uma Unidade Curricular (UC) de carater obrigatério. O estudante tem assim a
oportunidade de aplicar os conceitos apreendidos durante 5 anos a uma realidade pratica,

através do aconselhamento personalizado e individualizado a cada um dos utentes.

O EC em farmacia comunitaria decorreu durante 4 meses, entre os dias 4 de abril e
27 de julho de 2022, na Farmacia Barreiro (FB), sob a orientagao da Dra. Teresa Barreiro.
Representou um momento fulcral no meu percurso académico e no meu futuro percurso
profissional, visto que pude vivenciar a realidade e o trabalho desenvolvido nas farmacias e
lidar na primeira pessoa com as questoes dos utentes, tendo de solucionar no imediato todas

as situagoes.

No presente relatério esta descrita a FB e siao narradas todas as atividades
desenvolvidas ao longo dos varios meses de estagio. No final, é feita uma reflexao sobre esta
experiéncia, através da realizagao de uma Anadlise SWOT (do inglés, Strengths, Weaknesses,
Opportunities and Threats). A analise auxilia na avaliagao deste periodo, devido a exposicao dos

pontos fortes, dos pontos fracos, das oportunidades e das ameagas que marcaram o meu EC.
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l. A Farmacia Barreiro

Fundada em 2005, a FB situa-se na cidade de Chaves, mais concretamente na Avenida
Doutor Anténio Granjo, e usufrui de um posicionamento geografico privilegiado. Estando
localizada junto de varias superficies comerciais, clinicas médicas e de uma estagao rodoviaria,
a farmacia detém um vasto e diversificado publico, servindo desde utentes mais esporadicos,
que recorrem a este espa¢co de salude em situagcoes pontuais, de maior necessidade ou
urgéncia, até utentes regulares e fidelizados, sendo este Ultimo grupo representado

maioritariamente por uma populacao mais idosa e vulneravel.

No que respeita as instalagoes da FB, é cumprido o estabelecido no Artigo 29° do
Regime Juridico das Farmacias de Oficina. Deste modo, a Farmacia dispoe de uma ampla e
moderna sala de atendimento ao publico, de um espago destinado a recegao de encomendas
e armazenamento dos medicamentos e outros produtos (também designado por back office),
tem um laboratério e ainda instalagoes sanitarias. Adicionalmente, além destas divisoes
obrigatorias, possui o escritorio da Diregao Técnica e dois gabinetes para o atendimento
personalizado e individualizado ao utente.’ A sala de atendimento ao publico constitui o
compartimento central da farmacia, pois € la que os utentes se movimentam. Deste modo, a
sala de atendimento ao publico da FB é um espago adequadamente iluminado e climatizado, é
confortavel, dispondo de cadeiras para quem necessite, e apresenta ainda uma organizagao
especifica, de modo que as pessoas se desloquem livremente pelo local. O local apresenta
diferentes areas como, por exemplo, a area da puericultura, da dietética, dos cuidados
capilares, da dermocosmética, da ortopedia, da dietética e da veterinaria, estando os produtos

estrategicamente distribuidos pelas mesmas.

Relativamente ao horario de funcionamento, a FB encontra-se aberta de segunda a
sexta-feira, ininterruptamente das 9 as 19 horas, e ainda aos sabados, das 9 as |3 horas.
Ademais, é seguido o estabelecido no Decreto-Lei n°.172/2012, de | de agosto, e a farmacia
cumpre, a cada || dias, o servigo permanente, sendo as escalas de turnos antecipadamente

aprovadas pela Administragio Regional de Satide do Norte, I.P. (ARSN).®

No que concerne a constituicao da equipa que atua na FB, a mesma é composta por
um total de 6 profissionais. O grupo é liderado pela Dra. Teresa Barreiro, proprietaria e
Diretora Técnica da farmacia, e conta com mais 3 farmacéuticas adjuntas e 2 técnicas de
farmacia. Trata-se de uma equipa jovem, dinamica, com capacidade de adaptagao as mais
variadas situagoes e que executa um trabalho conjunto cuja finalidade passa pela capacidade

de personalizagao do aconselhamento de acordo com as necessidades do utente.



A FB tem como ferramenta de gestio e atendimento o software Sifarma® da Global
Intelligent Technologies (Glintt), utilizando concomitantemente o Sifarma® 2000 e o novo

modulo de atendimento do Sifarma®.

Além disso, a farmacia é representada pela Associagao Nacional de Farmacias (ANF),
pois integra a rede de Farmacias Portuguesas. Devido a este facto, dispoe do Cartao Sauda,

com o qual os utentes podem acumular pontos e usufruir de descontos.

No ambito do Sistema Integrado de Gestao de Residuos de Embalagens de
Medicamentos (SIGREM), a FB constitui um ponto de recolha da Sociedade Gestora de
Residuos de Embalagens e Medicamentos (VALORMED) ao receber medicamentos fora do
prazo, embalagens de medicamentos e elementos vazios ou com restos, como blisters,

ampolas ou frascos.’

2. Analise SWOT

A realizagdo da Andlise SWOT permite a identificagdo e avaliagao dos principais
aspetos que caracterizaram o meu EC, incidindo sobre os Pontos Fortes (Strenghts), os Pontos
Fracos (Weaknesses), as Oportunidades (Opportunities) e as Ameagas (Threats) que decorreram

do mesmo.

Tabela I: Anilise SWOT correspondente ao estagio realizado em Farmacia Comunitaria.

Pontos Fortes Pontos Fracos

e Método de trabalho e plano de estagio; e Dificuldade na associagio do nome

- . comercial do medicamento a substincia
e Integracdo na equipa; i
ativa;

e Aconselhamento personalizado e

proximidade ao utente o Hesitagao no aconselhamento.

Oportunidades Ameacgas
e Contacto com o sistema Sifarma®; e Receitas manuais;
e Formacgaes; e Resisténcia e falta de confianca do utente;
e Servicos prestados na farmacia. e [Efeitos decorrentes da pandemia COVID-19;

e Proximidade a um local de venda de
medicamentos nao sujeitos a receita médica;

e Medicamentos esgotados.




2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Método de trabalho e plano de estagio

Durante o EC, foi-me possivel conhecer a realidade da profissao farmacéutica em todas
as suas dimensoes e isso s foi possivel devido ao método de trabalho seguido na FB e a

organizagao, estrutura e abrangéncia do meu plano de estagio.

Inicialmente, o meu trabalho desenvolveu-se no back office, onde comecei por realizar
tarefas como a verificagao e rececao de encomendas e a organizagao de medicamentos e
outros produtos de salde. A rececao de encomendas constitui uma das tarefas mais
importantes do back office, pois obriga a verificagao do preco de custo dos produtos recebidos,
ao calculo do prego de venda ao publico (PVP) e a verificagao dos prazos de validade. Assim,
foi possivel, por um lado, familiarizar-me com o Sifarma® 2000 e também com o novo médulo
de atendimento do Sifarma®, para posteriormente utilizar no atendimento ao balcio, e ainda
ter contacto com os medicamentos, o que me ajudou a comegar a associar a substancia ativa
ao nome comercial, a conhecer o catalogo de produtos da farmacia e a conhecer a embalagem

de cada medicamento, algo que foi Util para o ato da dispensa e indicagao farmacéutica.

O meu trabalho no front office consistiu, para além da dispensa de medicamentos e do
aconselhamento farmacéutico, em tarefas como a reposicao, organizacio e exposicao dos
produtos e a medicio de parametros (pressao arterial, glicemia, colesterol total e

triglicéridos).

O atendimento ao balcao foi a tarefa mais marcante e desafiante que cumpri e, devido
a isto, primeiro comecei por acompanhar a equipa técnica na realizagao destes atendimentos,
de modo a compreender melhor como se desenvolviam, e sé depois é que passei a realizagao

dos mesmos de uma forma independente.

2.1.2. Integracao na equipa

A equipa técnica da FB é composta por 4 farmacéuticas e 2 técnicas de farmacia.
Distingue-se por ser uma equipa dinamica, proativa, informada, atualizada e que presta um

servico de exceléncia ao cidadao.

Durante os 4 meses de EC senti-me extremamente acompanhada por toda a equipa.
Todos os elementos se mostravam disponiveis para esclarecer as minhas duvidas, debater

temas de interesse e partilhar comigo conhecimentos e aspetos importantes do
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aconselhamento farmacéutico. A equipa incentivava-me, desafiava-me e estimulava o meu

espirito critico diariamente.

O espirito de equipa foi, sem duvida, um dos grandes alicerces do meu estagio. A
autonomia e a confianga que em mim foi depositada definiram o meu percurso, um percurso

que ficou marcado pela evolugao e pelo crescimento pessoal e profissional.

2.1.3. Aconselhamento personalizado e proximidade ao utente

A indicacao farmacéutica define-se como “o ato profissional pelo qual o farmacéutico
se responsabiliza pela selegao de um medicamento nao sujeito a receita médica (MNSRM), ou
de um produto de salde, e/ou indicagao de medidas nao farmacolodgicas, com o objetivo de
tratar um problemas de salde considerado como afegao menor, entendido como problema
de salde de carater nao grave, autolimitado, de curta duragao, que nao apresente relagio com
manifestacoes clinicas de outros problemas de saude do utente, apos avaliagao clinica pelo
farmacéutico”? Para se conseguir proporcionar um aconselhamento farmacéutico
personalizado e individualizado é fulcral a aproximagao ao utente e é necessario estabelecer
uma comunicagao adequada com a pessoa e realizar uma série de questoes, com o intuito de
compreender a situagao na totalidade e, assim, fazer a indicagao mais correta. Deste modo,
tenta recolher-se informagao sobre os sintomas apresentados, a duragao do problema,
possiveis problemas de saude do utente, medicagao habitual e se se trata de uma situagao
esporadica ou regular. De acordo com as respostas, procedemos a avaliagao do caso e ao
aconselhamento ao utente ou, em potenciais situagoes de gravidade, a referenciacio ao

médico.

A FB oferece um servico de proximidade e tem uma grande percentagem de utentes
regulares. O facto de se conhecer a pessoa que esta a nossa frente, bem como todo o seu

historial, permite que fagamos um aconselhamento ainda mais particularizado e adequado.

2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Dificuldade na associacio do nome comercial do medicamento a substancia

ativa

Apesar de atualmente a prescricio de medicamentos ser feita por Denominagao
Comum Internacional (DCI), quando iniciei atividade no balcio da farmacia, ouvia

frequentemente os utentes a referirem-se a determinado medicamento através do nome
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comercial. Como na faculdade estamos familiarizados com o principio ativo e nao
propriamente com o nome comercial dos medicamentos, isto constituiu uma dificuldade a ser
superada.

A ferramenta Sifarma® permite a consulta das fichas dos produtos, nas quais é possivel
consultar o principio ativo referente a cada medicamento. Assim, este sistema foi um auxiliar
importante na minha fase de adaptagao ao atendimento ao publico e nesta associagao entre
substancia ativa/nome comercial do medicamento.

Esta dificuldade foi ultrapassada através do contacto com os medicamentos, quer fosse
no back office, na rececao das encomendas e nas tarefas de organizagao, quer fosse no proprio

ato da dispensa.

2.2.2. Hesitacdao no aconselhamento

O ato do aconselhamento é o pilar da prestagao de cuidados farmacéuticos e assumiu
um papel preponderante ao longo da realizagao do meu EC. Durante os 5 anos do meu
percurso académico, adquiri conhecimentos essenciais para efetuar uma indicagao
farmacéutica correta e de exceléncia, porém, inicialmente, esta atividade mostrou-se bastante

desafiante.

O facto de existir um vasto catdlogo de MNSRM e outros produtos de saude, a
explicagao por vezes imprecisa e incompleta por parte do utente e a inexperiéncia inicial para
o tratamento imediato destes casos constituiam os principais obstaculos a esta atividade do
aconselhamento farmacéutico. Com o passar do periodo de adaptagao no atendimento ao
publico, com o conhecimento crescente dos produtos existentes na farmacia para indicagao e
com o contacto cada vez mais frequente com casos de aconselhamento, consegui facilmente

integrar os conhecimentos tedricos ao contexto pratico e ultrapassar esta questao.

A equipa técnica da FB auxiliou-me nesta situagao partilhando comigo conhecimentos,
informagoes e métodos de abordagem a diferentes situagoes e incentivando sempre o meu

espirito critico e capacidade de resolugao de problemas.



2.3. Oportunidades

2.3.1. Contacto com o sistema Sifarma®

O Sifarma® é a ferramenta de gestio e atendimento utilizado pela FB.

No decorrer do meu EC, tive a oportunidade de trabalhar com o Sifarma® 2000 e com
o novo médulo de atendimento do Sifarma®. O Sifarma® 2000 continua a ser utilizado para
operar funcionalidades ainda nao existentes no novo modulo, como é o caso, por exemplo,
da recegao de encomendas e devolugoes de produtos.

O contacto com o novo médulo de atendimento do Sifarma® foi positivo, visto que se
trata de um sistema mais organizado e intuitivo que a versio de atendimento do Sifarma®
2000. E possivel aceder a ficha dos produtos, o que constitui uma mais-valia no ato do

atendimento.

2.3.2. Formacgoes

A exceléncia do exercicio da profissao farmacéutica esta intrinsecamente ligada a uma
constante formagao e atualizagao dos profissionais. Para isto, é fundamental acompanhar os
avangos na pratica do oficio, nas normas e legislagao e nos avangos tecnologicos para conseguir
atender as necessidades em salde dos utentes. Existe um conceito designado por
desenvolvimento profissional continuo e é definido como “a responsabilidade individual dos
farmacéuticos com a atualizagio permanente e o desenvolvimento sistematico de

conhecimentos, competéncias e aptidoes ao longo da sua vida ativa”.’

Durante o meu EC, tive a oportunidade de assistir a diversas formagoes que me
ajudaram a melhor conhecer os produtos abordados e, desta forma, a indicar os produtos
mencionados mais facilmente. Pude assistir a diversas formagoes, destacando-se as da
Cantabria® (Heliocare), da Menarini®, da ISDIN®, da Bayer® (Canesten) e da Mylan®
(Allergodil). Estas sessoes ajudaram-me a conhecer novos produtos, a esclarecer dudvidas
existentes e a assimilar informagao que foi util para o estagio e certamente sera Util para

quando praticar a profissao.

2.3.3. Servicos prestados na farmacia

A FB presta uma diversidade de servicos com o intuito de satisfazer as necessidades
dos utentes e onde sao utilizados meios de diagnodstico e terapéutica. Enquanto estagiaria,

pude auxiliar na prestacao destes servigos. Durante o EC tive a oportunidade de proceder a
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medicao da pressao arterial e ainda a medigao de parametros bioquimicos como a glicemia, o
colesterol total e os triglicéridos. Na farmacia realizavam-se testes rapidos de antigénio (TRAg)
e apesar de eu nao auxiliar na execugao dos mesmos, ajudava na inser¢ao dos resultados na
plataforma dos Servicos Partilhados do Ministério da Saude (SPMS, EPE). Para além disto, ainda

existia o servico de administragao de vacinas e injetaveis.

2.4. Ameacas

2.4.1. Receitas manuais

Atualmente, a maioria das receitas que chegam a farmacia sao receitas eletrénicas (RE)
eletronicas materializadas ou desmaterializadas, estando a prescri¢do manual a cair em desuso.
No entanto, o numero de receitas manuais (RM) prescritas ainda é consideravel. E preciso
uma atenc¢ao redobrada com este tipo de receitas, pois é necessario que a receita cumpra
certos parametros para ser aceite pela farmacia e, posteriormente, para a farmacia ser
reembolsada com o valor referente a comparticao. Assim, é necessario verificar que o médico
prescritor assinala a excecao legal que justifica a prescricao manual, a indicacao do local de
prescrigao, a validade da prescrigao e o nimero de embalagens, a identificagao e assinatura do
médico prescritor (vinheta) e ainda é preciso conferir que as receitas nao estao rasuradas, nao
tém caligrafias diferentes e que nao foram escritas com canetas diferentes ou lapis.'® Por vezes,
era complexo perceber a letra do prescritor, o que é essencial para uma dispensa correta dos

medicamentos.

2.4.2. Resisténcia e falta de confianca do utente

As pessoas recorrem diariamente a farmacia com o objetivo de se aconselharem sobre
sinais e sintomas que apresentam e de obter uma resolugao para os mesmos. O
aconselhamento farmacéutico apresenta-se, deste modo, como uma competéncia essencial e
de extrema importancia no ato da profissao.

Ao longo do meu EC, foram inimeros os casos de aconselhamento farmacéutico com
os quais me deparei e nos quais tive de intervir. Quando iniciei o atendimento ao balcao na
farmacia, por vezes hesitava em algumas situagoes de aconselhamento, como ja foi referido
anteriormente, devido a fase de adaptagao a esta realidade imediata e ha grande quantidade
de produtos com a mesma indicagao. Geralmente, as pessoas mostravam-se calmas e, deste

modo, tinha o tempo necessario para efetuar escolhas e chegar ao aconselhamento que
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considerava mais indicado, todavia um numero reduzido de utentes mostrava uma certa
resisténcia em ser atendido por uma estagiaria, chegando alguns a optarem pelo atendimento

por parte de outro membro da equipa.

2.4.3. Efeitos decorrentes da pandemia COVID-19

Durante o meu EC, muitas das medidas impostas devido a pandemia Coronavirus Disease
2019 (COVID-19) ja tinham sido levantadas, contudo o uso da mascara no interior da farmacia
ainda era obrigatério e continuava a dar-se uso aos acrilicos de protegao nos balcoes. Assim,
a comunicagao era de certo modo prejudicada, principalmente no que toca ao contacto com
idosos ou pessoas com dificuldades auditivas. Em casos mais complexos, convidava a pessoa a
acompanharem-me a um dos gabinetes de atendimento personalizado, de modo a quebrar a
barreira que o balcao e os acrilicos impunham e a fazer-me entender. Com este gesto, tentava
ultrapassar esta ameaga e garantir que os utentes saiam da farmacia informados e totalmente

esclarecidos.

2.4.4. Proximidade a um Local de Venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita
Médica

Apesar de desfrutar de uma localizagao privilegiada, a FB esta proxima de um Local de
Venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receitas Médicas (LVMNSRM). Isto tem impacto na
venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM) e outros produtos, uma vez

que os utentes optam cada vez mais por comprarem nesses locais. Este facto deve-se, em

grande parte, aos pregos mais baixos praticados por estes concorrentes.

Na farmacia, o utente tem um aconselhamento personalizado e individualizado, coisa
que nao se verifica no LVMNSRM. O farmacéutico alerta para potenciais interagoes
medicamentosas e efeitos adversos, impedindo assim que ocorram situagoes de risco. Na falta
deste contacto entre o profissional e o utente, as pessoas procuram esclarecimentos nas

farmacias, embora, muitas das vezes, acabem por adquirir os produtos no LVMNSRM.

2.4.5. Medicamentos Esgotados

As ruturas de stock devido aos medicamentos esgotados constituiram um desafio no
decorrer do meu EC. Varias foram as falhas que sugiram ao longo dos 4 meses, como foi o

caso, por exemplo, da preparagio Moviprep® usada para a colonoscopia.
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No caso de nos solicitarem um medicamento que se encontrava esgotado, em primeiro
lugar, procurava-se informar a pessoa sobre esta falha em questao. Muitas vezes, o utente nao
compreendia esta quebra do medicamento e punha em causa a minha capacidade de realizar

encomendas enquanto estagiaria.

Por vezes, o medicamento que se encontrava esgotada era o medicamento original ou
de marca, estando os genéricos disponiveis. No caso, apresentava-se esta alternativa ao utente,

de forma a solucionar a questao e a nio comprometer a terapéutica.

3. Casos Praticos

A indicagao farmacéutica assume o papel principal na pratica desenvolvida nas farmacias
comunitarias. Deste modo, foram diversas as vezes que tive de aplicar os conhecimentos
apreendidos durante o meu percurso académico ao contexto pratico, de modo a oferecer um

aconselhamento correto, personalizado e individualizado.

Em seguida, sao apresentadas 5 situagoes com as quais fui confrontada no decorrer do

meu EC.

Caso Clinico n.°l

Uma senhora, com cerca de 30 anos, dirige-se a farmacia e diz estar com uma infe¢ao
urinaria. Quando questionada sobre a sintomatologia, afirma que sente algum desconforto e
ardor ao urinar. Pede que lhe dispense Fosfomicina Monuril®, uma vez que é “o que lhe

resolver sempre a situagao”, declarando que se trata de um problema recorrente.

Comecei por explicar a utente que a fosfomicina é um MSRM e, como tal, é necessaria
prescricao médica para a sua dispensa. Esclareci que, embora nao pudesse ceder o antibiotico,

podia indicar um MNSRM com indicagao para a infegao urinaria.

Assim, sugeri o uso do suplemento alimentar Cistiless® que contém na composicio D-
Manose e Lactobacillus fermentum CS57. A D-Manose previne e leva a diminuicao da adesao
das bactérias as paredes das vias urinarias, o que melhora a sintomatologia associada a esta
condigao. Ja os Lactobacillus fermentum CS57 ajudam a melhorar a microbiotica das vias

urinarias, de modo a aumentar a resisténcia ao desenvolvimento de infeces urinarias."

Esclareci que o Cistiless®, nesta situagio, deve ser tomado 2 vezes por dia, de manha

e a meio da tarde, durante os 3 primeiros dias. Apos os 3 dias, deve tomar-se | vez por dia,
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de manh3, até completar a embalagem. Deve dissolver-se o conteudo de um stick num copo

de 4gua e tomar, preferencialmente, de estdmago e bexiga vazios, para melhorar a absor¢io."

Além disto, sublinhei a importancia da higiene intima nestes casos, recorrendo a
produtos adequados. Como entendi que a utente nao utilizava nenhum produto para este

efeito, aconselhei o uso diario de Lactacyd® Intimo."

Apelei a adogao de medidas nao farmacologicas importantes como a ingestao
abundante de agua, nao usar roupa muito apertada, nao usar roupa intima sintética e evitar o

uso de pensos diarios.

Como a senhora referiu que se tratava de uma situagao recorrente, € importante
apostar na prevengao. Assim, expliquei que, para além das medidas nao farmacoldgicas, podia
recorrer ao uso de produtos preventivos. Comecei por explicar que o préprio Cistiless® pode
ser usado na prevencao destas ocorréncias. Neste caso, deve ser feito | stick por dia, de

~ , . . . I 4
manha, até ao final da caixa e deve-se fazer uma embalagem por trimestre.” Ha, no entanto,
outras alternativas como € o caso dos produtos que tém na composi¢ao o arando vermelho,

que possui proantocianidinas que vao dificultar a formagao de biofilmes e a adesao bacteriana.

No final do atendimento, salientei que se os sintomas persistirem a utente devera
recorrer ao médico, onde apos a analise a urina lhe seria prescrito o antibiotico mais adequado

a situacao.

Caso Clinico n.°2

Uma jovem, na casa dos 20 anos, dirige-se a farmacia e afirma ter tido uma relagao
sexual desprotegida ha 4 dias. Disse que nao toma nenhum contracetivo oral. Sabia que existia
um método de contracecao de emergéncia adequado ao seu caso e pede que o mesmo lhe

seja cedido.

Como a relagao sexual tinha acontecido ha 4 dias, dispensei a contracegao oral de
emergéncia (COE) ellaOne®, um medicamento nio sujeito a receita médica de dispensa
exclusiva em farmacia (MNSRM-EF). Esta COE tem como principio ativo o acetato de ulipristal

e a toma pode ser realizada até 120 horas (5 dias) apds a relagio sexual.'> ' ®

Expliquei a utente que deveria tomar o comprimido Unico o mais rapido possivel e que
no caso de haver vomitos ou diarreia até 3 horas apos a ingestao, a toma deveria ser repetida.
Salientei ainda que a data da proxima menstruagao podia sofrer alteragoes e que até la deveria

utilizar um método barreira, como o preservativo, durante as relagdes sexuais.'> '* *
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Caso Clinico n.°3

Um jovem, com cerca de 20 anos, chega a farmacia e afirma estar constipado. Diz que
tem “o nariz muito entupido”, que esta constantemente a assoar-se € que esta situagao ja se

prolonga ha alguns dias. Acrescenta que nao tem mais sintomatologia associada.

Primeiramente, questionei se o utente fez a higiene nasal, ao qual ele respondeu
negativamente. Assim sendo, o meu aconselhamento passou pela indicagao da lavagem nasal e

de um descongestionante nasal.

Expliquei ao utente que, numa primeira fase, devia realizar uma lavagem nasal e para
isso foi indicado o sistema RinoDouche® que, para além de ji auxiliar na diminuigio da
congestao nasal, elimina a mucosidade e as secregoes. Trata-se de um dispositivo de irrigagao
e vem acompanhado de umas saquetas de sais e xilitol para se preparar a solugao de lavagem.
Esclareci que devia colocar o contelldo de uma das saquetas na garrafa e encher a garrafa de
agua morna. Depois, tinha de inserir o adaptador nasal na narina, pressionar suavemente e o
liquido sairia pela outra fossa nasal. Devia repetir esta acao nos dois orificios nasais até esgotar

toda a solugao.

Para a congestio nasal propriamente dita, indiquei o Vibrocil® ActilongDuo'®, que tem
na constituicao o cloridrato de xilometazolina, um descongestionante nasal, e o brometo de
ipratropio, que reduz as secre¢oes nasais. Este produto é precisamente indicado para o
tratamento da congestao nasal e rinorreia associada a constipagoes. Foi esclarecido que deve
fazer uma pulverizagao em cada narina, no maximo 3 vezes por dia. Alertou-se que o
descongestionante nasal s6 deve ser utilizado, no maximo, durante 5-7 dias, pois se
excedermos este periodo podera ocorrer o efeito rebound ou efeito contrario, ou seja, o nariz

ficar mais entupido.

Caso Clinico n.°4

Um senhor, com cerca de 40 anos, chega a farmacia e pede um medicamento para a
diarreia. Questionei ha quanto tempo esta situagao ocorria e o utente respondeu que desde
a noite anterior. Acrescentou que vai constantemente a casa de banho e que esta prestes a

iniciar um turno no trabalho. Nao apresenta mais sintomatologia.

Perante a natureza da situacio, recomendei o uso de Imodium® Rapid. Expliquei que

deve tomar uma dose inicial de 2 comprimidos e depois deve tomar um comprimido por cada

24



dejecao liquida. A dose maxima por dia corresponde a 8 comprimidos. Alertei que se a

situacio nio se resolvesse ao fim de 48 horas, deveria recorrer ao médico.'”

Falei ainda sobre a importancia das medidas nao farmacologicas como a reposicao de

liquidos e eletrdlitos e o cuidado com a alimentagao.

Caso Clinico n.°5

Uma senhora, com cerca de 60 anos, dirige-se a farmacia e pede que lhe observe as
unhas dos pés, uma vez que algumas lhe parecem estar amareladas e estao todas quebradigas.
Apos observagao, pude perceber que estava perante um caso de onicomicose ou infegao

fungica da unha.

Deste modo, indiquei o verniz medicamentoso Locetar® EF (MNSRM-EF), que possui
acao fungistatica e fungicida. Expliquei a utente que deve comegar por limar as unhas afetadas,
em seguida deve limpar essas unhas e, por fim, deve aplicar o verniz na superficie das unhas,
com a ajuda de uma espatula fornecida, e deixar secar. A espatula deve ser limpa entre cada
aplicagao para evitar a contaminagao do verniz. Este verniz é de aplicagao semanal e o

tratamento deve persistir ao longo de 12 meses.'®"”

Para as unhas que nao estio afetadas, mas estio quebradigas, aconselhei o uso do
ISDIN Si-Nails®, que fortalece as unhas. Deve ser aplicado com movimentos verticais sobre as

unhas limpas e ainda nas cuticulas.”
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Consideracoes Finais

Apds o EC na FB, concluo que a passagem pela farmacia comunitaria é fulcral para

compreender a verdadeira dimensao e a realidade da profissao.

O atendimento ao publico é o exercicio que obriga a reflexao e a aplicagao dos
conceitos cientificos, contudo é também um momento de partilha, auxilio e confianga, no qual
devemos exibir o nosso lado profissional, mas também o nosso lado humano e empatico. Na

verdade, somos pessoas a lidar com pessoas.

A importancia do farmacéutico comunitario é indiscutivel. E, muitas das vezes, o
primeiro profissional de saude a lidar com a pessoa e notabiliza-se enquanto prestador de

cuidados primarios de saude.

Por detras das “luzes que nunca se apagam”, existem profissionais de exceléncia cujo

foco primordial é o bem-estar e a satude do cidadao.

Neste estagio, pude absorver um arsenal de conhecimentos e experienciar uma série

de situagoes que marcarao o meu futuro profissional.
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Introducao

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) contempla inimeras Unidades Curriculares (UC) dirigidas
para as distintas saidas profissionais existentes. Entre as Andlises Clinicas, os Assuntos
Regulamentares, a Distribuicao Farmacéutica, a Farmacia Comunitaria, a Farmacia Hospitalar,
a Farmacovigilancia ou a Industria Farmacéutica (IF), muitas sao as areas nas quais os estudantes
podem ingressar futuramente. Assim, o ultimo semestre do MICF compreende o estagio
curricular (EC), com a finalidade de por em pratica os conceitos estudados durante 5 anos e

de viver a realidade da profissao.

Deste modo, é exigida uma passagem obrigatoria pela area da Farmacia Comunitaria,
contudo a FFUC da ainda a oportunidade de experimentar outros ramos do oficio durante o

EC, podendo optar-se pela Farmacia Hospitalar ou pela IF.

A IF, em todas as suas vertentes, apresenta-se como uma area dinamica e em constante
evolugao, que prova frequentemente a sua importancia para a sociedade como pudemos
conferir durante o recente episédio pandémico que experienciamos. E crucial para garantir a
seguranga continua dos medicamentos e esta estreitamente relacionada com o aumento da
esperanca de vida e da qualidade de vida das pessoas. Devido a minha preferéncia pessoal, ao
facto de se revelar uma drea tao abrangente, pertinente e desafiante e a possibilidade de poder
realizar parte do EC em |IF, ingressei como estagiaria no Laboratério de Estudos

Farmacéuticos, localizado em Barcarena.

O EC desenvolveu-se ao longo de 3 meses e decorreu entre os dias 10 de janeiro e
30 de margo de 2022. Fui colocada no departamento de Introdugao de Novos Produtos e
Controlo Microbiologico (INP&CM), mais concretamente no setor da Microbiologia, e
orientada pela Dra. Sara Figueiredo, responsavel por este mesmo departamento. No setor da

Microbiologia, estava sob supervisao da Dra. Rosalina Marques.

No presente relatorio esta descrito nao sé a instituicio e o departamento onde
decorreu o EC, mas também o trabalho desenvolvido ao longo dos 3 meses. Por ultimo, é
ainda apresentada uma Andlise SWOT (do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities and
Threats), a qual ajuda a explicar os termos de funcionamento do Estdgio e a descrever esta

experiéncia.
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l. Laboratorio de Estudos Farmacéuticos

O LEF insere-se na Unidade de Negécio INFOSAUDE (Instituto de Formacio e
Inovagao em Saude S.A.) do grupo da Associagao Nacional de Farmacias (ANF). Fundado em
novembro de 1992, o LEF apresenta como principal missao a transformagao da salde pelo
conhecimento farmacéutico.' Presta servicos no ambito das Boas Praticas de Fabrico e Boas
Praticas de Laboratério ao setor farmacéutico e atua essencialmente em dareas como o
desenvolvimento farmacéutico, os medicamentos manipulados, o desenvolvimento e validagao
de métodos analiticos, o controlo de qualidade (nomeadamente através de ensaios

microbioldgicos) ou os estudos clinicos de bioequivaléncia e biodisponibilidade.’

Atualmente, a instituigao esta organizada em 8 departamentos, sendo estes o
Departamento de Apoio as Farmacias, o Departamento de Controlo de Qualidade e
Estabilidade, o Departamento de Desenvolvimento Analitico e Validagao, o Departamento de
Qualidade, Seguranga e Ambiente, o Departamento de Desenvolvimento Farmacéutico e
Produgao, o Departamento de Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia, o
Departamento de Consultoria em Qualidade e, por fim, o Departamento de Introducao de

Novos Produtos e Controlo Microbiolégico (INP&CM).

I.. Departamento de Introdu¢cio de Novos Produtos e Controlo

Microbiologico

O Departamento de INP&CM assume, por um lado, a andlise fisico-quimica de
medicamentos de sintese quimica e de substancias e produtos a base de canabis medicinal.
Numa outra vertente, encarrega-se da execugao dos ensaios microbiologicos, o que inclui nao
sO a andlise de medicamentos e amostras de canabis medicinal, como também a analise de
aguas, o controlo ambiental, a avaliagao da eficicia dos conservantes, o controlo
microbiologico de produtos nao obrigatoriamente estéreis, a identificagao de estirpes ou o

desenvolvimento e validagao de métodos microbiologicos.

Durante os 3 meses de EC, realizei tarefas como o auxilio no controlo de lotes
pendentes da Microbiologia (alteragao e atualizagio de documentos), o auxilio no
estabelecimento de um stock minimo de materiais indispensaveis a Microbiologia e a alteragao
e atualizagao de alguns procedimentos e impressos do LEF. No que toca ao trabalho pratico
desenvolvido no laboratorio de Microbiologia, pude acompanhar processos como a filtragao
de aguas, a calibragao de elétrodos e medicao de pH dos meios, as diluicoes e passagens, o

controlo ambiental, a utilizagdo do Vitek e também a identificagdo e pesquisa de diversos
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microrganismos, essencialmente em amostras de canabis. Pude ainda executar
autonomamente tarefas como a pesagem de amostras para analise, a preparagao de meios de
cultura, a contagem de colodnias e a elaboragao de esfregagos, coloragao gram e observagao

microscopica.

No entanto, os dois principais trabalhados que me foram propostos passaram pelo
desenvolvimento de protocolos para os métodos de detegao da Shigella spp. e da Escherichia

coli O157 e pela reconciliagao das pastas das amostras de canabis.

l1.1.1. Desenvolvimento de protocolos para os métodos de detecao da Shigella spp.

e da Escherichia coli OI157

O grande projeto do meu EC passou por tentar projetar um protocolo para a detegao
de dois microrganismos para os quais o LEF ainda nao tem um método validado, sendo este

servigo atualmente subcontratado a Société Générale de Surveillance (SGS).

No laboratorio de Microbiologia é feita a pesquisa e identificagao de diversos
microrganismos, como, por exemplo, a Salmonella, o Staphylococcus aureus e a Pseudomonas
aeruginosa, todavia como os clientes do mercado israelita pedem a pesquisa da Listeria
monocytogenes, da Shigella spp. e de uma estirpe especifica da Escherichia coli (E. coli) nas
amostras de canabis medicinal, ja que se tratam de requisitos especificos daquele mercado, o
objetivo passa por futuramente se conseguir instituir estes ensaios no laboratério de

Microbiologia do LEF.

O meu trabalho focou-se no desenvolvimento do protocolo do método de detegao da
Shigella spp. e da E. coli OI57. Os protocolos foram feitos com base nas normas ISO
21567:2004(E): Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection
of Shigella spp. e 1ISO 16654:2001/Amd.1:2017(E): Microbiology of food and animal feeding stuffs
— Horizontal method for the detection of Escherichia coli O157. Estas normas tém descritos todos
os ensaios que se devem realizar, os reagentes e meios a utilizar, as temperaturas a seguir e
os tempos de incubagao, contudo estao voltadas para a detegao destes microrganismos em
alimentos, ou seja, destinam-se a industria alimentar. Como a nossa amostra € a canabis e as
ISO aplicam-se, como foi referido anteriormente, a alimentos, foi preciso realizar uma pesquisa
bibliografica adicional para fazer as alteragoes necessarias precisamente a nivel de reagentes,
temperaturas, meios e equipamentos para compreender e restringir os testes a realizar, uma

vez que se trata de matrizes muito diferentes.
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Para além do estudo das normas ISO e da pesquisa para a elaboragao e ajuste dos
protocolos, ainda tive a oportunidade de fazer a procura dos fornecedores e pregos para cada
um dos materiais, meios e reagentes necessarios, o0 que me permitiu ter uma perspetiva

financeira sobre o assunto.

Ficou a faltar a parte pratica deste desafio, isto &, perceber se os protocolos sao viaveis
e exequiveis através da validagado dos mesmos e com vista a uma futura implementagao no

laboratoério de Microbiologia.

1.1.2. Reconciliacdao de pastas

Cada amostra que da entrada no LEF possui pastas que retinem informagoes sobre a
mesma. As pastas de amostras de canabis medicinal sio compostas por impressos de controlo
de amostras psicotropicas e estupefacientes, onde é registada a quantidade de amostra
utilizada para a realizagao de cada ensaio e onde esta indicado o analista que procedeu a cada

um desses ensaios.

A reconciliagdo de pastas consiste no encerramento das pastas pertencentes a cada
amostra, através da verificagao dos dados inscritos nos impressos e devolugao do que restou

dessas amostras aos clientes.

Como a canabis é um estupefaciente € necessario controlar rigorosamente a
quantidade de amostra usada e a quantidade nao usada tem de ser enviada de volta ao cliente.
Deste modo, o trabalho passou por pesar a quantidade que sobrou de todas as amostras, apos
a realizagao dos ensaios pedidos pelo cliente, e perceber se essa quantidade esta correta ou
se existem perdas inexplicaveis. Uma diferenga até 5 gramas em amostras pequenas € aceitavel,
visto que existem sempre perdas. Uma diferenga maior exige a abertura de uma investigagao

ao caso e justificacao do ocorrido.

Assim, auxiliei nas pesagens do remanescente das amostras, na conclusao do
preenchimento dos impressos e ainda na organizagao dos armarios destinados ao

armazenamento das amostras de canabis.
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2, Analise SWOT

A realizagao da Andlise SWOT permite a identificagao e avaliagao dos principais
aspetos que caracterizaram o meu EC, incidindo sobre os Pontos Fortes (Strenghts), os Pontos
Fracos (Weaknesses), as Oportunidades (Opportunities) e as Ameagas (Threats) que decorreram

do mesmo.

Tabela 2: Analise SWOT correspondente ao estagio realizado em Industria Farmacéutica.

Pontos Fortes Pontos Fracos

e Rececao de boas-vindas aos estagiarios; e Acesso as instalagcoes do LEF;

e Aumento do conhecimento sobre a tematica | ® Duragao do estagio;

da canabis medicinal; o Pouco contacto com a execucao analitica
e Equipamento de trabalho e e-mail dos ensaios microbiolégicos.
profissional;

e Relacio com a equipa da Microbiologia.

Oportunidades Ameacas
e Ambiente GMP; e Distancia entre o espago de trabalho proéprio
o Consolidagao de conhecimentos teodricos; e o da equipa da Microbiologia, com impacto
e Formagoes internas. sobre a comunicagao;

e Falha na comunicagio entre as partes
envolvidas (FFUC/LEF/estagiaria) sobre a

data de inicio do estagio.

2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Rececao de boas-vindas aos estagiarios

No dia 10 de janeiro de 2022, dia em que iniciei o EC, fui recebida pela pessoa

responsavel pelos Recursos Humanos (RH) do LEF.

Esta sessao de acolhimento passou por uma explicagio sobre os moldes de
funcionamento do estagio e do LEF, bem como por uma exposicao acerca do grupo ANF e

do INFOSAUDE.

Foi possivel esclarecer as duvidas existentes, dialogar sobre as minhas aspiragoes e
perspetivas para esta etapa e trocar ideias sobre o motivo de me levou a eleger o LEF para

realizar o meu EC.
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Apos esta reuniao, foi possivel conhecer as instalagoes do LEF e a Dra. Sara Figueiredo,

a minha orientadora de estagio.

2.1.2. Aumento do conhecimento sobre a tematica da canabis medicinal

A tematica da canabis medicinal revela-se muito atual, mas ainda suscita duvidas e leva

a diversos debates.

Poder seguir as amostras de canabis desde antes da entrada no LEF, através da
monitorizagao pelas sondas e GPS dos veiculos transportadores, passando pela execugao dos
ensaios pedidos pelos clientes e culminando na reconciliagdio destas amostras, levou-me a
compreender as questoes burocraticas, a importancia do cumprimento da legislagao em vigor

e o controlo necessario para o manuseio deste estupefaciente.

2.1.3. Equipamento de trabalho e e-mail profissional

Durante a minha primeira semana no LEF, foi-me disponibilizado um computador
portatii com acesso a rede interna da instituicio, podendo, deste modo, aceder a
documentacao oficial da instituicao como, por exemplo, procedimentos, protocolos e

legislagao em vigor.

Tive ainda acesso a uma conta de e-mail profissional que me permitia nao sé comunicar
facilmente com qualquer elemento pertencente ao LEF, como também assistir a formagoes

que decorriam em regime online.

2.1.4. Relagao com a equipa da Microbiologia

A equipa da Microbiologia é liderada pela Dra. Rosalina Gaspar e composta por um

total de 5 elementos.

Durante as duas dltimas semanas de EC, frequentei mais regularmente o laboratério
de Microbiologia e, desta forma, tive um maior contacto com a equipa. Apesar de se tratar de
um tempo limitado, pude acompanhar diversos ensaios e realizar algumas tarefas, embora
diminutas. Neste processo, senti-me sempre acompanhada por todos os membros da equipa
de Microbiologia, que se prontificaram a auxiliar-me, a esclarecer as questoes que surgiam e a

explicar detalhadamente tudo o que acontecia no decorrer dos trabalhos.
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2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Acesso as instalacoes do LEF

Para aceder e sair das instalagdes do LEF, era necessario um cartao de identificagao.
Durante os 3 meses de EC nao me foi cedido nenhum cartao, tratando-se de uma situagao
incomoda, principalmente para sair das instalagoes do LEF, pois como a instituicao permite
flexibilidade de horarios, quando eu saia, por voltas das 18 horas, muitas vezes ja nao se
encontrava ninguém na recegao para me abrir a porta. Deste modo, tinha de aguardar ou
tentar encontrar alguém que me pudesse abrir a porta. No més de fevereiro, a campainha do
exterior avariou, o que me levava a ter de ligar para a Dra. Sara Figueiredo ou para o LEF para

conseguir entrar no edificio.

2.2.2. Duracao do estagio

Tendo em conta que o objetivo central do meu EC nao foi totalmente concluido,
ficando em suspenso a validagao dos protocolos para os métodos de detegao da Shigella spp.

e da E. coli O157, mais tempo seria necessario para terminar este trabalho.

Um estagio que contemplasse mais horas poderia levar a criagdo de novas
oportunidades, tais como o maior envolvimento do estagiario nos projetos e um maior

contacto com os restantes departamentos da instituigao.

2.2.3. Pouco contacto com a execuc¢ao analitica de ensaios microbiologicos

Durante o decorrer dos dois primeiros meses de EC, o meu trabalho incidiu
essencialmente sobre o estudo e avaliagdo de documentos e a pesquisa bibliografica, ou seja,

teve um cariz mais teorico.

Apesar da constante ligagao a area da Microbiologia, sé nas ultimas duas semanas de
estagio € que frequentei diariamente o laboratorio, onde pude acompanhar diversos ensaios
microbiolégicos, bem como auxiliar na realizagio de algumas tarefas. E de notar que mesmo
quando frequentava o laboratério, isto passava maioritariamente por um acompanhamento

observacional.

Deste modo, o meu contacto com a componente pratica da Microbiologia revelou-se

diminuto, o que podera ter igualmente resultado da duragao reduzida do estagio.
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2.3. Oportunidades

2.3.1. Ambiente GMP

O LEF assume um compromisso com a Qualidade e, deste modo, tem implementado
o Sistema de Garantia de Qualidade ISO 14001, que se trata de um sistema de gestao

ambiental, e as Good Manufacturing Practices (GMP) ou Boas Praticas de Fabrico.”

A instituicao era habitualmente alvo de auditorias, de modo a assegurar o cumprimento
da Lei, a execugao das Boas Praticas, a aplicagao de normas e a garantir o controlo da qualidade

de todos os trabalhos efetuados.

Esta realidade e ambiente GMP contrasta, de certa forma, com o ambiente a que estava

habituada, um ambiente académico, que existe nos laboratoérios da Faculdade.

2.3.2. Consolidacdao de conhecimentos teéricos

Uma vez que o meu EC decorreu quase na sua maioria na area da Microbiologia, foi
fundamental recordar conceitos e técnicas lecionados na Unidade Curricular de Microbiologia
Geral. Assim, a elaboragao de esfregagos, a coloragao gram, a contagem de coldnias e a
observagao microscopia foram aspetos facilmente resolvidos devido ao conhecimento

previamente adquirido.

2.3.3. Formacoes internas

Durante o decorrer do estagio, pude estar presente em diversas formagoes internas,
onde consegui compreender melhor a estrutura do LEF, bem como o seu funcionamento e
politicas seguidas. Destaco duas formagoes, uma que incidia sobre o Sistema de Garantia de
Qualidade, na qual pude recordar conceitos anteriormente aprendidos na faculdade, e uma
segunda sobre Sensibilizagdo Ambiental. Esta ultima abordava aspetos cada vez mais
preocupantes para a sociedade atual e, como tal, tratou-se de uma formagao mais intensiva,

dividida em 5 modulos e sujeita a avaliagao.

Pude ainda assistir a sessoes voltadas para as pessoas que manuseavam a canabis

medicinal, onde eram abordadas questoes como os requisitos regulamentares.
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2.4. Ameacas

2.4.1. Distancia entre o espaco de trabalho proprio e o da equipa da

Microbiologia, com impacto sobre a comunicacao

O espago de trabalho que me foi facultado para executar as tarefas propostas nao se
encontrava localizado no mesmo andar que a zona de trabalho concedida a equipa da
Microbiologia. Como praticamente todo o projeto do meu EC passava pela area da
Microbiologia, esta distancia teve impacto na comunicagao, dificultando, por vezes, o

esclarecimento de duvidas e o agendamento de idas ao laboratoério.

2.4.2. Falha na comunicaciao entre as partes envolvidas (FFUC/LEF/estagiaria)

sobre a data de inicio do estagio

Apos serem disponibilizadas as vagas para a realizagao dos estagios e escolher fazer o
meu estagio no LEF, contactei, via e-mail, a instituicdio com o intuito de obter algumas

informagoes. O estabelecido pela FFUC era que o EC teria inicio a 10 de janeiro de 2022.

Posteriormente, fui contactada pela pessoa responsavel pelos RH e ficou agendada uma
reuniao, via videoconferéncia. Esta reuniao serviu para acordar alguns pontos referentes ao
estagio e para esclarecimentos adicionais. Nessa mesma reuniao, foi-me transmitido que, até
ao meu contacto com o LEF, era esperado que o meu EC tivesse inicio apenas no més de

maio.

Apesar desta falha na comunicagao, o estagio iniciou na data prevista, todavia isto
implicou um atraso na elaboragao do plano de estagio e, consequentemente, um atraso no

inicio dos trabalhos.
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Consideracoes Finais

A Microbiologia no contexto da |IF assume uma enorme relevancia, ja que desempenha
um papel central no que respeita a eficacia e garantia de qualidade dos produtos e, desta forma,

no que concerne a segurancga das pessoas que irao tirar partido desses mesmos produtos.

Por sua vez, a industria da canabis medicinal apresenta um crescimento exponencial
nos dias que correm, intensificando-se a investigacao cientifica em torno da planta. Em
Portugal, o uso terapéutico da canabis é legal desde 2018 e o mesmo esta regulamentado

desde 2019.°

A oportunidade de conseguir trabalhar com ensaios microbiolégicos aplicados a
canabis medicinal constituiu uma mais-valia, pois fiquei a par de algumas das técnicas e
procedimentos usados na anadlise da planta e foi-me possivel interpretar alguma

regulamentagao que precisa de ser atendida.

Findo o EC, pude depreender que esta experiéncia, que envolveu o contacto com um
ambiente muito diferente da realidade académica, se mostrou positiva e me muniu de novos

conhecimentos.
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Introducao

Sabe-se que a rotagao da Terra corresponde a um periodo de 24 horas. Os organismos
desenvolveram um relégio intrinseco para adaptar as fungoes fisiologicas aos ciclos ambientais
de 24 horas do planeta. O ritmo circadiano é gerado por este relégio circadiano endégeno e
acoplado a oscilagio de sinais ambientais. Nos mamiferos, o relédgio circadiano controla
fungoes comportamentais e fisiologicas como o ciclo sono/vigilia, o metabolismo, a secregao
hormonal, a temperatura corporal, as respostas imunes e as fungdes neuronais, através do

estabelecimento de ritmos circadianos.'

As mudancas nos estilos de vida devido a industrializagao e a globalizagao econdmica
no mundo moderno levaram a uma disrupgao frequente da homeostase circadiana, que é
associada a um aumento de doengas incluindo doengas cardiovasculares, sindrome metabdlica,

disfungdo reprodutiva e neuroendécrina, deficiéncias imunoldgicas e cancro.””*

Em 1729, o astronomo francés Jean-Jacques de Mairan relatou, pela primeira vez, os
ritmos endogenos associados aos movimentos persistentes das folhas das plantas, mesmo na
auséncia de luz. Todavia, desde essas observagoes iniciais, a pesquisa sobre ritmos circadianos
foi minima até a descoberta dos genes circadianos na Drosophila, na década de 1970, o que
abriu as portas para a compreensio aprofundada dos reldgios circadianos.” J4 em 2017, Jeffrey
C. Hall, Michael Rosbash e Michael W. Young foram galardoados com o Prémio Nobel da
Fisiologia ou Medicina pela descoberta dos mecanismos moleculares que controlam o ritmo

circadiano.®

O ritmo circadiano tem sido um alvo emergente para a prevencao e tratamento do
cancro. Nos ultimos anos, um nimero crescente de estudos investigou a ideia de explorar os
relogios circadianos para a terapia do cancro, modulando a atividade das moléculas do relégio
circadiano e otimizando o tempo de administragao dos farmacos anticancerigenos de acordo
com o ritmo circadiano de cada pessoa.’ Levar em conta estes ritmos biolégicos para aumentar
o indice terapéutico, com melhora concomitante da atividade e seguranga, constitui a

justificagdo para a administragao de medicamentos com base no ritmo circadiano.®
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l. Ritmo circadiano

O ritmo circadiano consiste em oscilagoes bioldgicas que ocorrem a cada 24 horas.
Presente em humanos, animais, plantas e até bactérias, o reldgio circadiano é responsavel pelo
controlo de diversos processos metabolicos, fisiologicos e comportamentais. Acredita-se que
o ritmo circadiano tenha evoluido em resposta ao ciclo diario de luz/escuridao como um
mecanismo que sintonizou os organismos com o periodo natural da rotagio da Terra.” Nos
humanos, esse ritmo caracteriza a maioria dos parametros fisiolégicos como sono/vigilia,
repouso/atividade, pressao arterial, temperatura corporal, apetite, metabolismo energético,
fungoes hormonais e imunologicas, proliferagcao celular, entre as muitas variaveis biologicas
que desempenham um papel no bem-estar. Disturbios nesses ritmos bioldgicos causados por
privacgao do sono, alimentacao noturna ou jet lag estao intimamente associados ao
desenvolvimento de distlrbios do sono e do humor, obesidade, diabetes e cancro. As
perturbagoes genéticas e ambientais dos ritmos circadianos alteram amplamente a expressao
e a atividade de varios supressores de tumor e oncogenes favorecendo, deste modo, a

incidéncia e progressao do cancro.’

De facto, os ritmos circadianos exibem periodos precisos de 24 horas, seguindo a sua
sincronizagdo com os ciclos ambientais de 24 horas. A produgao e a manuteng¢ao do ritmo

circadiano sao reguladas pelos genes do relégio circadiano.?

O reldgio central é gerado e mantido no nucleo supraquiasmatico (NSQ) do
hipotalamo, mas também existem relégios secundarios nos tecidos periféricos (por exemplo,

no figado, rim, pele, intestino, pulmao, pancreas e coragao).

Os relogios genéticos controlam ritmicamente a proliferacao, a reparagao do DNA e
a apoptose, entre outras fungoes criticas para os processos de cancro. O relégio circadiano
molecular regula ciclicamente a maioria dos processos que constituem os hallmarks do cancro,
bem como varios determinantes farmacocinéticos e farmacodinimicos de farmacos

anticancerigenos.®

I.I. Mecanismo molecular do ritmo circadiano

A arquitetura basica dos mecanismos do ritmo circadiano em todas as espécies é
tipicamente caracterizada por um loop de feedback autorregulatério.” Nos mamiferos, o
sistema circadiano representa um sistema regulador integral composto por relogios

circadianos hierarquicamente organizados. O relégio molecular, que consiste nos padroes de
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expressao oscilatoria dos genes do relogio central, € um relogio autébnomo da célula capaz de
manter um ritmo intrinseco de 24 horas. A complexidade regulatéria resulta do facto dos
relégios circadianos periféricos estarem presentes em quase todas as células dos mamiferos.'®

Essas células do relogio sao equipadas com um conjunto de genes indispensaveis para a fungao

. . . ;. 8
circadiana, denominados genes do relogio.

A maquinaria do relégio central é composta por uma rede autorregulatoria que
consiste em loops de feedback de transcrigao-tradugao positivos e negativos. Os fatores de
transcrigao circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) e brain and muscle ARNT-like |
(BMALLI) sao os principais impulsionadores das oscilagoes circadianas na expressao genética e
formam um heterodimero. O complexo ativador transcricional CLOCK/BMALI liga-se a E-
boxes no promotor dos genes Period (Perl, Per2, Per3) e Cryptochrome (Cryl, Cry2) e conduz
ciclicamente a transcricio destes genes e de outros genes controlados pelo relogio. As
proteinas PER e CRY, que siao reguladores negativos do ciclo circadiano, formam um
complexo repressor (heterodimero) e ao atingir uma concentragao critica no final do dia
translocam-se do citoplasma para o nlcleo para reprimir a atividade transcricional do
heterodimero CLOCK/BMALI, criando, deste modo, um loop de feedback negativo. E a
ativagao diurna de CLOCK/BMALI que determina a acumulagao das proteinas PER e CRY. A
ubiquitina ligase promove a degradagao de PER e CRY no final da noite, facilitando a
o inicio de um novo ciclo de transcrigao por CLOCK/BMALI. Forma-se, assim, o principal
loop de feedback negativo. O oscilador central é complementado por um segundo loop
composto pelos recetores nucleares REV-ERB (REV-ERBa e REV-ERB) e retinoic acid receptor-
related orphan receptor (ROR — RORa, RORB, RORy), que regulam diretamente o loop de
feedback central. REV-ERBa e REV-ERB ativam a transcricao de BMAL|enquanto que RORa
a reprime por ligacao direta a elementos de resposta do ROR (RORE). A importancia destes
reguladores do relogio é enfatizada pela observacio de que CLOCK/BMALI controla a
expressao de aproximadamente 0% dos genes controlados pelo relogio, que regulam
processos moleculares, bioquimicos e fisiologicos. Estes mecanismos conferem ritmo as

fungdes celulares e metabdlicas para manutengio homeostatica.>>® ' "'

O gene Timeless (TIM), originalmente identificado na Drosophila, esta envolvido no
mecanismo molecular e numa série de processos fisiologicos, como o desenvolvimento
embrionario, a progressao do ciclo celular, a replicagio do DNA e a resposta ao dano do
DNA. O TIM funciona no brago negativo do loop de feedback, envolvendo as proteinas PER e

CRY, e é necessario para manter o ritmo.'°
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Figura |: Maquinaria do relégio circadiano — O loop primario consiste nos fatores de transcrigao positivos,
CLOCK e BMALI, e nos repressores de transcri¢ao, PER e CRY. No loop secundario, ROR e REV-ERB regulam
reciprocamente a transcrigio BMALI.*

Além dos loops regulatérios centrais, varios niveis de regulacao epigenética, pos-
transcricional e pds-traducional, que envolvem varias cinases e fosfatases, componentes da via
ubiquitina-proteassoma, transportadores citoplasmaticos nucleares, RNAs nao codificantes e
remodeladores da cromatina, contribuem para o mecanismo molecular. Esse mecanismo
molecular é compartilhado pelo cérebro e pelos sistemas de orgaos periféricos, constituindo

uma rede circadiana em todo o corpo.’

1.2. Disrup¢ao do ritmo circadiano

O sistema do tempo circadiano esta sincronizado com o ambiente externo pela
exposi¢ao a luz. Assim, padroes irregulares de exposi¢ao a luz, como luz a noite ou exposigao
a luz artificial, podem alterar a regulagao circadiana. Outros fatores reconhecidos por
perturbar o ritmo circadiano incluem o trabalho noturno, fatores geograficos, alteragoes da
dieta, jet lag e disturbios do sono. Além disso, a desregulagao do relégio circadiano associada
a causas internas, como mutagoes nos genes do relégio, também tem sido associada a doengas.
As mutagoes genéticas que afetam a fungao dos componentes do relogio circadiano podem
alterar o ritmo circadiano normal. Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Rev-erba, Rev-erbf, Rora,
Rorf e Rory nao sao expressos uniformemente em todos os tecidos. Em vez disso, cada um

é preferencialmente expresso em certos tecidos. Portanto, mutagoes em qualquer um desses
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componentes do relogio sao mais propensas a alterar o ritmo circadiano normal em tecidos

especificos, o que pode explicar a incidéncia de tumores especificos do tipo de tecido em

murganhos mutantes circadianos.'

1.3. Impacto da disrup¢ao do ritmo circadiano no desenvolvimento do cancro

As contribuigoes da disrupgao do relogio circadiano e da expressao aberrante dos

genes do reldgio para o desenvolvimento do cancro também foram estudadas extensivamente.

Estudos epidemioldgicos com individuos que trabalham por turnos sugerem uma correlagao

entre a suscetibilidade para o cancro e a desregulagao da homeostase circadiana. Estudos

usando modelos animais mutantes dos genes circadianos mostraram que a disrupgao dos genes

do reldgio, incluindo Perl, Per2, Cryl, Cry2 e BMALI, leva a formagao aumentada de

tumores.*

Tabela 3: Estudos que evidenciam a associagio entre o cancro e as perturbagdes do ritmo circadiano.?

Tipo de cancro

Descobertas principais

Modelo

Prostata

* Risco aumentado de cancro observado em
trabalhadores noturnos do sexo masculino.

* A agressividade da doenca correlacionou-se com a
duragio do turno da noite.

Humano

Retal

* O risco aumentou significativamente com a duragao
do turno de trabalho, sugerindo que a disrupgao
circadiana a longo prazo pode desempenhar um
papel no desenvolvimento do cancro.

Humano

Mama

* O trabalho noturno a longo prazo foi associado a
um maior risco de cancro, particularmente entre as
mulheres que realizaram trabalho por turnos quando
eram jovens-adultas.

Humano

Trabalho por turnos

Mama

* O trabalho noturno aumenta o risco de cancro em
mulheres na pré-menopausa, principalmente aquelas
com exposicao de alta intensidade e longa duragao.

Humano

Mama

* Os animais expostos a luz/escuridio mostraram
uma diminui¢ao na supressao do tumor.

Rato

Mama

* Redugdo na secrecio de melatonina devido a
poluicao luminosa pode afetar significativamente a
prevaléncia do cancro.

Humano

Ovirio

Luz artificial

* Aumento da expressao de NF-kB, promotor da
proliferagao de células tumorais.

Peixe-zebra
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* Uma maior duragao do jejum noturno em mulheres
Mama foi associada a melhoria da regulagao glicémica e a Humano
reducao do risco de cancro.

* A ades3ao a um padrao alimentar mais diurno e,

Dieta

, especificamente, a existéncia de um longo intervalo
Prostata e mama Humano

entre a Ultima refeicao e o sono esta associado a um
menor risco de cancro.

O relogio circadiano controla diversos processos celulares, incluindo o ciclo celular, a
resposta a danos no DNA e a apoptose, regulando genes como p16, p21, ciclina DI, Weel e
p53. Essas ligagoes moleculares apoiam ainda mais a nogao de que a disrupgao circadiana
promove fendtipos de cancro, como a proliferagao rapida, o comprometimento da reparagao
do DNA e a resisténcia a apoptose. Dada a importancia potencial dos processos de
desdiferenciagao na carcinogénese, € fundamental entender os efeitos das mudangas
epigenéticas globais no reldgio circadiano e como o relégio circadiano € regulado nas células

cancerigenas em desenvolvimento.*

Varios tipos de células cancerigenas demonstraram falta de um relogio circadiano
funcional, verificando-se a disfungao do reldgio circadiano na oncogénese. Por exemplo, a
expressao de Perl, Per2 e/ou Per3 esta alterada no cancro colorretal, pancreatico, gastrico,
oral, da mama e do pulmao de nao pequenas células, bem como em glioma, carcinoma
hepatocelular, carcinoma de células escamosas da cabega e pescogo e leucemia mieloide.
Embora os mecanismos subjacentes sejam incertos, a regulagao epigenética foi sugerida como
uma possibilidade, ja que as regides promotoras dos genes do relégio central, incluindo Perl,

Per2, Cryl e BMALLI, sdo hipermetiladas em alguns tipos de cancro.’

1.3.1. Controlo circadiano do metabolismo do tumor

As células cancerigenas adaptaram métodos alternativos de producio de energia, de
modo que as taxas de glicolise aerodbica sao elevadas para manter as necessidades energéticas
do tumor (efeito Warburg). Uma visao da reprogramagao metabolica das células cancerigenas,
além da glicolise, também inclui o aumento do metabolismo da glutamina para lipogénese, que
€ necessario para a sintese e proliferacao de membranas, oxidagao beta de acidos gordos para
producao de energia e dependéncia da metionina, necessaria para reagoes de metilagao e
sintese de poliaminas. O relogio circadiano esta fortemente implicado no controlo metabdlico
e varios metabolitos como a glicose e os acidos gordos exibem ritmos diurnos. E concebivel

que, como as células cancerigenas consomem muita energia, uma possivel perda ou
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desregulagao do controlo metabdlico circadiano pode levar a exacerbagao da proliferagao
celular em células cancerigenas. Os mecanismos subjacentes permanecem desconhecidos, mas
fatores como p53, Ras e c-Myc, que estao implicados no controlo do relégio, também sao

conhecidos por regular os processos metabolicos nas células tumorais.*

2, Papel dos intervenientes do ritmo circadiano no cancro

Ha uma estreita interagao entre a maquinaria do reldgio circadiano e o ciclo celular, a
reparacao do DNA, a apoptose, a senescéncia, a autofagia e outras vias oncogénicas e imunes.
As perturbagoes circadianas desregulam esses processos, levando a proliferagao
descontrolada, fuga da apoptose, disseminagdo metastatica, evasao imune, angiogénese

aumentada e resisténcia a farmacos antitumorais (hallmarks do cancro).’

2.1. REV-ERB e ROR

A expressao aberrante dos REV-ERBs foi encontrada em muitos tipos de cancro, nos
quais eles regulam principalmente o nivel de glicose plasmatica, lipidos e metabolismo
energético. GSK4112, uma sonda molecular, também conhecida como SR6452, foi o primeiro
agonista sintético do REV-ERB obtido para inibir a transcricao do BMALI. No entanto, o perfil
farmacocinético insatisfatorio e a especificidade do GSK4112 limitaram o seu uso como
ferramenta quimica in vivo, o que impulsionou o desenvolvimento dos derivados de pirrol
SR9009 e SR90I1I. Foi relatado que esses dois agonistas do REV-ERB exibem atividade
antitumoral contra diferentes tipos de tumor, incluindo leucemia, cérebro, célon, mama e

melanoma."

Ao contrario dos REV-ERBs, os RORs (incluindo RORa, RORB e RORy) podem
induzir a transcricio de BMALI. Ha evidéncias que mostram que o RORy esta regulado
positivamente no cancro da préstata metastatico resistente a castragao € promoveu a
expressao do recetor de androgénio (RA), aumentando assim a possibilidade de direcionar o
RORYy para o tratamento do cancro. Os agonistas de RORy podem modular multiplas vias de
sinalizagdo para aumentar a imunidade antitumoral contra leucemia, cancro do colon e da
mama."? SR1078, um agonista de RORa, afeta as vias metabdlicas nas células de hepatoma e
inibe o crescimento do hepatoma, tanto in vitro quanto in vivo. LYC-55716 (cintirorgon), um
agonista de RORy, aumentou a atividade imunologica das células T e também diminuiu a

supressao imunoldgica em microambientes tumorais. O LYC-55716 ja demonstrou um perfil
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de seguranga favoravel e foi testado em tumores sélidos e em combinagio com

pembrolizumabe em pacientes com cancro do pulmio de nio pequenas células.?

2.1.1. Importancia dos RORs

Os RORs sao reguladores importantes em varios tipos de cancro devido ao seu papel

fundamental na imunidade, no ritmo circadiano e na homeostase metabdlica.'

Verificou-se que o RORa esta regulado negativamente no cancro da pele e é expresso
em células de cancro da prostata, linhas celulares de melanoma e cancro da mama. O RORa
esta envolvido na inibigao da proliferagao celular como um supressor tumoral. Em células de
hepatocarcinoma humano, o RORa encontra-se regulado positivamente apos a indugao de
hipoxia. Também foi determinado que esta envolvido na reprogramac¢iao do metabolismo da
glicose e na inibicao do crescimento do hepatomacarcinoma in vitro e em modelos de
xenoenxerto in vivo. A producio de mRNA do RORa em pacientes com cancro colorretal
permaneceu inalterada, enquanto a fosforilagao do RORa foi reduzida e pode estar envolvida
na progressao do cancro do célon. No cancro da mama o RORa foi subregulado e a baixa
expressaio do mRNA do RORa foi associada a um mau prognostico. O RORa é

frequentemente considerado um repressor.'*

A expressao natural do RORPB é exclusivamente restrita aos tecidos neuronais,
portanto, a ativacao da transcricao de RORp é predominantemente encontrada em linhagens
celulares de neuroblastoma. O leiomiossarcoma uterino mostrou alta expressao de RORJ e
as células de cancro colorretal mostraram expressao modulada de RORB. O RORp foi

relacionado a metastase em um modelo de células de cancro colorretal metastatico.'*

Por sua vez, o RORy e as suas isoformas sao amplamente encontrados em doengas
hematolodgicos, cancro da mama, cancro da pele, cancro do pulmao, carcinoma hepatocelular,

cancro gastrointestinal e cancro geniturinario."

2.2. BMALI e CLOCK

Varios estudos demonstraram o envolvimento direto dos genes do reldgio na
predisposicao e progressao do cancro. Demonstrou-se que a inativagao epigenética ou
genética de BMALI e/ou Clock aumenta a proliferagao tumoral ou as taxas de crescimento

em varios tipos de cancro, como cancro hematolégico, cancro do célon, cancro do pancreas,
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carcinoma de células escamosas da lingua, cancro da mama, adenocarcinoma do pulmao,
carcinoma hepatocelular, carcinoma nasofaringeo e glioblastoma. Por outro lado, a
sobrexpressao desses ativadores circadianos suprime fenotipos proliferativos e malignos em
células tumorais por meio de mecanismos que envolvem paragem do ciclo celular e apoptose

dependente do p53.°

23. PereCry

A regulagao negativa ou positiva de Perl, Per2 e Cryl, os principais genes-alvo de
BMALI/CLOCK, demonstrou promover ou suprimir a incidéncia e a proliferagao de tumores,
respetivamente, em varios tipos de células cancerigenas, células de carcinoma mamario, cancro
do pancreas, carcinoma do pulmao, leucemia, glioma, cancro do ovario e carcinoma oral de
células escamosas. Sugere-se que o potencial mecanismo anticancerigeno exercido por PER1/2
envolva a inibicao da glicdlise mediada por PI3K/AKT/mTOR, bem como a paragem do ciclo

celular e a indugdo de apoptose.’

A expressao diminuida e o polimorfismo dos genes circadianos centrais Perl, Per2 e
Per3 sao frequentemente encontrados em cancro da mama, endométrio, prostata, pancreas,
colorretal e pulmao de nao pequenas células, bem como carcinoma hepatocelular, glioma e
leucemia mieloide aguda. Na leucemia mieloide aguda, cancro da mama, cancro do endométrio
e cancro do pulmao de nao pequenas células, essa desregulacao esta frequentemente ligada a
hipermetilagao das ilhas CpG ou a acetilagao aberrante nos promotores dos genes Per, o que

leva ao silenciamento génico."

A desregulagao ou polimorfismo de Perl, Per2 e Per3, Cryl e Cry2, sao
frequentemente encontrados em cancro humanos da prostata, pancreas, ovario, leucemia,

mesotelioma pleural, carcinoma hepatocelular e glioma.

3. Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) foi descoberta e isolada da glandula pineal
bovina por Aaron Lerner, em 1958. Trata-se de uma indolamina e é a principal hormona
segregada pela glandula pineal, sendo produzida a noite, em resposta a escuridao, sob o
controlo do NSQ. O NSQ é considerado o pacemaker circadiano, sincronizando a libertagao
de melatonina com o ritmo do ciclo claro/escuro diario. A melatonina modula as oscilagoes

do relogio central, localizado no NSQ, e dos reldgios periféricos, que se encontram dispersos
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pelo organismo.'® A melatonina deriva da serotonina através da via biossintética triptofano-
serotonina e é sintetizada principalmente pelos pinealécitos a partir do aminoacido triptofano,
que ¢ hidroxilado (pela triptofano hidroxilase) em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) e depois
descarboxilado (pela 5-hidroxitriptofano descarboxilase) em serotonina. Ha duas enzimas que
transformam a serotonina em melatonina — a serotonina é primeiro acetilada pela enzima
arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT) para formar a N-acetilserotonina e,
posteriormente, a N-acetilserotonina é metilada pela enzima hidroxi-indol-O-metiltransferase
(HIOMT) para formar a melatonina.'® '’ Fontes extrapineais de melatonina foram relatadas na
retina, células da medula &ssea, plaquetas, pele, linfocitos, glandula de Harder, cerebelo e
especialmente no trato gastrointestinal de espécies vertebradas. A concentragao de
melatonina no trato gastrointestinal transpoe os niveis sanguineos em 10-100 vezes e ha pelo

menos 400 vezes mais melatonina no trato gastrointestinal do que na glandula pineal."”
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Figura 2: Biossintese de melatonina.

A melatonina atua através de dois recetores especificos que pertencem a familia da
proteina G — MT| e MT2. Ainda assim, como constitui uma pequena molécula lipofilica, ela
pode entrar nas células diretamente para exercer efeitos nao dependentes de recetores, como
por exemplo, a neutralizagdo antioxidante de radicais livres.'® Possui ainda agdes mediadas pela

ligagao a recetores nucleares — RZR/ROR.

A monitorizagao e regulagao do ritmo circadiano é apenas uma das muitas fungoes da
melatonina, que também possui atividades imunomoduladoras, anti-inflamatorias,

antioxidantes, vasorreguladoras e de inibigio do crescimento de células cancerigenas.'
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3.1. Melatonina, ritmo circadiano e cancro

Como ja foi referido anteriormente, a produgao de melatonina pineal é regulada pelo
ciclo claro/escuro. A taxa de produgao de melatonina é muito baixa durante o dia e ascende
a noite, atingindo o pico entre as 2 e as 4 horas da manha. Seguidamente, diminui gradualmente.
Cerca de 80% da melatonina é sintetizada a noite, com concentragoes séricas variando entre
80 e 120 pg/ml. Durante o dia, as concentragoes séricas variam entre 10-20 pg/ml. O fator

idade influencia as concentracées de melatonina.'”

Melatonina
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Figura 3: Produgio de melatonina — O pico é atingido por volta das 2h da manhi."”

A ligagao entre a glandula pineal e a luz comega na retina que recebe a luz e envia os
sinais através do trato retino-hipotaldmico para o NSQ."” O sistema circadiano é perturbado
pela exposi¢ao a luz durante a noite, com supressao proporcional da producao de melatonina
e desregulagao dos genes circadianos, que tém sido implicados no desenvolvimento de cancro,
incluindo cancro da mama, cancro da préstata, cancro do célon e cancro do pulmio.” *° Esta
exposi¢ao a luz durante o periodo noturno pode resultar em cronodisrupcao e além de
estimular o crescimento de tumores, aumenta ainda a resisténcia a farmacos anticancen’genos.5
Quando os niveis séricos de melatonina sa0<39,5 pg/mL levam a um aumento de |5 vezes no
risco de desenvolvimento de cancro da mama em comparagao com individuos com niveis
séricos mais altos de melatonina. Altos niveis na urina do metabolito primario da melatonina
6-sulfatoximelatonina (aMTés) parecem estar associados a um menor risco de cancro da
mama, cancro colorretal, cancro do pulmao e cancro do estémago.z' Nos homens, os niveis
de aMT6s urinarios abaixo da média aumentam o risco de cancro da prostata 4 vezes em

comparagao com individuos com niveis normais. Além disso, altos niveis séricos de melatonina
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estao associados a baixa incidéncia de cancro de proéstata. Uma associagao semelhante para

cancro do ovario também foi observada em mulheres."’

A melatonina inibe a atividade catalitica da mieloperoxidase, que é importante na
patogénese do cancro. Adicionalmente, inibe a transdugao do sinal do tumor e a atividade
metabdlica das células cancerigenas, levando a supressao do crescimento do cancro da mama
por meia da ativagao do recetor de melatonina MT1 (a ligagao da melatonina ao seu recetor

MT I modula as vias implicadas no cancro).”®*

Estudos em individuos que trabalham em turnos noturnos revelam uma perturbagao
da estrutura circadiana, podendo apresentar niveis alterados de melatonina noturna e perfis
de hormonas reprodutivas que podem aumentar o risco de doengas dependentes de
hormonas, como o cancro da mama.”>** Os primeiros estudos sobre trabalho por turnos e
cancro humano foram propositadamente projetados para testar a teoria de que a luz noturna
promove o cancro de mama. Em 1987, foi formulada a “hipotese da melatonina” e esta teoria
propoe que a exposic¢ao a luz noturna reduz a produgao de melatonina e, por sua vez, aumenta
a produgio de estrogénio, levando a um maior risco de cancro da mama.”'® As mulheres que
trabalham a noite tém menor excregao urinaria noturna de melatonina, o que indica o grau de
disrupgio circadiana, e tém um maior risco de cancro da mama (6 a 20%)*> em comparagio
com mulheres que trabalham durante o dia. O mesmo se verifica com a propensao ao cancro
do endométrio. As concentragoes de melatonina também diminuem progressivamente apos a

quimioterapia padrdo em pacientes com esta patologia.”

Em 2007 e em 2019, a International Agency for Research in Cancer (IARC) e a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), respetivamente, categorizaram o “trabalho por turnos que envolve

disrupgio circadiana como provavelmente cancerigeno para humanos”.”

Em suma, diversos estudos sugerem que a regulagao circadiana dos niveis plasmaticos
de melatonina é importante para uma ampla gama de atividades fisiologicas e metabdlicas® e
que a disrupgao do ritmo circadiano e a supressao de melatonina contribuem para o

desenvolvimento do cancro.?

3.2. Melatonina e os hallmarks do cancro

O conceito de hallmarks do cancro foi proposto pela primeira vez por Hanahan e
Weinberg, em 2000. Os hallmarks resumiam as capacidades bioldgicas exigidas pelas células

para iniciar o processo de conversio de células normais a células cancerigenas."
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Em 2000, Hanahan e Weinberg propuseram seis hallmarks — capacidade de proliferagao,
fuga aos supressores de crescimento, capacidade de invadir outros tecidos e metastase,
imortalidade replicativa, indugao da angiogénese e resisténcia a morte celular (apoptose). Mais
tarde, foram adicionados mais quatro hallmarks, — ser genomicamente instavel, energia celular
alterada, promogao de inflamagao pelo tumor e capacidade de escapar a vigilancia e destruicao

por parte do sistema imune — perfazendo um total de dez.”

Durante as ultimas décadas, muitos estudos esclareceram a atividade anticancerigena
da melatonina. Esta hormona pode exercer o efeito anticancerigeno por meio de mecanismos
recetores dependentes e mecanismos recetores independentes. Os recetores da melatonina
estao envolvidos na mediagao do efeito anticancerigeno pela inibicao da captagao de acido
linoleico e consequente supressao da formagao do potente mitogénico e importante
estimulante do crescimento tumoral dcido |3-hidroxioctadecadiendico (13-HODE)'"” — ocorre
a restrigao pela melatonina da captagao de acidos gordos em potenciais precursores tumorais,
inibindo uma etapa inicial na via de promogao do crescimento tumoral dependente do acido
linoleico, suprimindo, deste modo, a formagio do 13-HODE.' Ja os efeitos anticancerigenos
independentes dos recetores da melatonina envolvem diversos mecanismos, incluindo a
alteragao do metabolismo do cancro. Além disto, a melatonina foi usada como terapia
adjuvante para aumentar os efeitos anticancerigenos de diferentes agentes. Nao esta claro se
os efeitos anticancerigenos observados da melatonina sao, pelo menos parcialmente, devidos
a restauragao do tempo circadiano funcional, ou se esses efeitos podem ser atribuidos
exclusivamente ao efeito antioxidante, antiproliferativo, pro-apoptético, antiangiogénico ou as

funcdes imunomoduladoras da melatonina.'’

4, Terapéutica — Aplicacdo da terapia associada ao relégio circadiano no

tratamento do cancro

A ciéncia do ritmo circadiano levou a trés abordagens para a prevengao e tratamento
de multiplas doengas, incluindo o cancro — o sono, a dieta e a administragao dos farmacos na
hora adequada. Manter um ritmo circadiano robusto por meio de padroes comportamentais
diarios consistentes no sono e na alimentagao pode reduzir significativamente o risco de
cancro. Por outro lado, a administracao dos farmacos na fase apropriada do ritmo circadiano

do paciente pode reduzir potencialmente os efeitos adversos e melhorar o prognéstico.'

Evidéncias recentes apoiam um papel fundamental do relogio circadiano no inicio e na

progressao do cancro. As alteragoes metabdlicas e de sinalizagado comummente encontradas
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em tumores podem levar a disrupgao dos ritmos do reldgio circadiano e alterar a expressao
dos genes do relogio. Uma disrupgao do relégio pode aumentar ainda mais a progressao do
tumor através de uma variedade de mecanismos moleculares.'® A perda da homeostase
circadiana nao promove apenas o desenvolvimento do cancro, mas também esta associada ao
mau desempenho nos tratamentos anticancerigenos e a mortalidade precoce entre os

pacientes com cancro."

Assim, ter como alvo o reldgio circadiano pode constituir uma ferramenta poderosa
para controlar a tumorigénese, uma vez que é relatado que muitos processos celulares
relacionados ao cancro, como o ciclo celular, proliferagao celular ou apoptose, sao

controlados pelo relégio circadiano.?®

A compreensao molecular do ritmo circadiano abriu novas fronteiras terapéuticas para
o cancro e, deste modo, a modulagao farmacolodgica do relégio circadiano pode ter potencial

como nova opgao terapéutica para um melhor controlo do cancro."

4.1. Cronoterapia - otimizacao da administracao de medicamentos

A quimioterapia, usando um ou mais firmacos citotoxicos, juntamente com a
radioterapia ou cirurgia constitui uma das estratégias mais comuns para a terapéutica
antitumoral. Como os farmacos usados na quimioterapia visam indiscriminadamente tanto as
células cancerigenas quanto as células nao tumorais surgem efeitos colaterais que
comprometem o tratamento. Deste modo, aumentar ao maximo a eficacia do tratamento e
proteger os tecidos normais do doente sao os maiores desafios para tratamentos antitumorais
bem-sucedidos. A maioria dos processos bioldgicos que suportam o crescimento tumoral
também sao essenciais para as fungoes fisiologicas normais, apesar dos processos bioldgicos
nos tecidos normais do doente serem adequadamente controlados e integrados a fisiologia
diaria. Os processos biologicos que determinam a eficacia dos farmacos anticancerigenos,
incluindo absorgao, distribuicao, metabolismo e eliminagao (ADME), seguem todos o ritmo
circadiano. Portanto, aplicar o tratamento anticancerigeno em horarios selecionados durante
o dia com base na variagao circadiana da fisiologia interna do doente pode aumentar a eficacia

dos tratamentos anticancerigenos.'®

A cronoterapia, também denominada medicina circadiana ou cronomedicina, tem sido
definida como uma estratégia que utiliza os ritmos e ciclos naturais dos processos fisiologicos
e bioquimicos para tratar um disturbio. Este tipo de terapia em horarios 6timos'?, com o

objetivo de reduzir os efeitos adversos e melhorar a eficacia durante o tratamento do cancro,
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foi aplicado na clinica antes mesmo de mecanismos mais detalhados do relégio circadiano
serem conhecidos. Posteriormente, uma vez que as fun¢oes bioldgicas dos ritmos circadianos
foram reveladas, mostrando que a farmacocinética, a farmacodinamica e a seguranga dos
medicamentos dependem altamente do ritmo de 24 horas, a utilizagao da cronoterapia foi
suportada. Esta estratégia foi aplicada com sucesso, por exemplo, a sinvastatina usada para
tratar a hipercolesterolemia. Esta estatina de curta duragao deve ser tomada a noite, de modo
a existir uma maior concentracao de farmaco durante o pico da sintese de colesterol

endégeno.”

De facto, a administragao no tempo certo durante o ciclo pode nao apenas contribuir
para efeitos benéficos, mas também evitar efeitos adversos, especialmente para agentes
anticancerigenos cujo uso pode ser limitado devido aos seus efeitos colaterais em tecidos
saudaveis. No que diz respeito as abordagens cronoterapéuticas do cancro, a otimizagao dos
esquemas tornou-se mais complexa, uma vez que os farmacos antineoplasicas causam efeitos
citotoxicos tanto em tecidos saudaveis quanto em tecidos afetados.’

7

E importante ressaltar que a cronoterapia melhora potencialmente a taxa de
sobrevivéncia e a qualidade de vida de pacientes com cancro, minimizando a citotoxicidade

causada por agentes anticancerigenos. "

As abordagens cronoterapéuticas foram categorizadas em trés tipos:

1) Treinar o relogio circadiano — intervengdes para melhorar ou manter o ritmo

circadiano robusto nos ciclos claro/escuro, no sonol/vigilia ou na alimentagao/jejum.

A melatonina € uma hormona anticancerigena eficaz e detém uma importante func¢ao
circadiana. O foco na melatonina como um fator que inibe o crescimento de células
cancerigenas tem sido apoiado por estudos que mostram que a melatonina pode reduzir a
proliferacao de células cancerigenas, modular a defesa antioxidante, regular o metabolismo
celular e bloquear a invasao/metastase celular. Por exemplo, a melatonina pode reduzir a
proliferacio em numerosas linhas celulares de cancro, como o cancro da mama, cancro da
prostata, carcinoma endometrial, carcinoma do ovario e melanoma.” A baixa secrecio de
melatonina esta associada a uma maior incidéncia de desenvolvimento de cancro em pacientes
com exposicao a luz durante a noite. Além disso, a melatonina tem a capacidade de atuar
especificamente em células cancerigenas, nao em células normais. A melatonina também reduz
a toxicidade induzida pela quimioterapia em células normais através do restabelecimento do
ritmo circadiano claro/escuro. Foi demonstrada a capacidade da melatonina administrada por

via oral para definir o relégio circadiano. A melatonina produz uma variedade de resultados
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favoraveis em pacientes oncoldgicos. Foi relatado que a melatonina reduz a toxicidade de
varios agentes, incluindo a cisplatina, etoposido, antraciclinas e 5-fluorouracil (5-FU).
Evidéncias clinicas sugerem de forma semelhante uma melhora na taxa de sobrevivéncia a 5
anos de pacientes com cancro do pulmao de nao pequenas células metastatico tratados com

melatonina em combinagdo com cisplatina e etoposido.”

Estudos mostraram que a
combinacao de melatonina e tamoxifeno pode ter beneficios sinérgicos modestos e que a
melatonina pode aumentar os efeitos de alguns medicamentos usados para tratar pacientes
com cancro da mama e prostata.!' Encontrou-se uma redugio estatisticamente significativa
nos eventos adversos relacionados ao tratamento, como mielossupressao, neurotoxicidade,

nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e astenia.”*

Esses resultados sao promissores para
estabelecer a terapia com melatonina como uma das estratégias cronobidticas mais seguras

no tratamento do CElnCI'O.5

Em estudos recentes, as intervengdes nutricionais tém sido cada vez mais pensadas
para melhorar os ritmos circadianos e a saude. Evidéncias pré-clinicas crescentes indicam que
a restricao caldrica pode ter efeitos anticancerigenos, reduzindo a progressao do tumor,
aumentando a morte de células cancerigenas e elevando a eficicia e tolerabilidade da
quimioterapia e radioterapia. Foi relatado que o jejum intermitente, uma terapia baseada em
dieta que alterna entre jejum e alimentagao livre por um periodo de tempo, inibe o
crescimento do tumor e melhora as respostas imunes antitumorais em estudos pré-clinicos e
clinicos. Além disso, o jejum intermitente pode aumentar a sensibilidade do cancro a
quimioterapia e a radioterapia e reduzir os efeitos adversos dos tratamentos anticancerigenos
tradicionais. Juntamente com a dieta, o exercicio esta a ganhar atengao emergente como uma
potencial estratégia de intervengdo cronoterapéutica para a preven¢ao e tratamento de

multiplos processos patoldgicos.’

2) Atingir farmacologicamente o relogio circadiano — usar agentes que atingem

diretamente o relégio circadiano.

Atualmente, estao disponiveis dois tipos de farmacos do relégio — farmacos que podem
modular diretamente a atividade dos genes do nucleo circadiano e farmacos que visam
reguladores dos genes do reldgio do nucleo circadiano. Os farmacos da segunda categoria tém
como alvo as proteinas que fosforilam ou degradam os componentes do relégio, entre outras
proteinas-alvo e, portanto, nao sao especificos para os componentes do relogio. Os farmacos
do relégio foram desenvolvidos como ferramentas para atingir diretamente os componentes

do reldgio circadiano, incluindo RORs, REV-ERBs e CRYs.'
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A observagao de que o cancro da prostata metastatico resistente a castragao expressa
altos niveis do RORy e que o RORYy ativa a expressao do RA, levou os investigadores a testar
se a inibicio de RORy pode afetar o cancro da prostata. E importante ressaltar que a
administragao in vivo de antagonistas de RORy (como o XY 018 e SR 2211) bloqueia o
crescimento de tumores que expressam RAs e restaura a sensibilidade a enzalutamida (um
inibidor de sinalizagao androgénica atualmente usado para tratamento de cancro de prostata)
em tumores resistentes. Estudos relatam que a inibicao farmacolégica do RORYy in vitro e in
vivo exerce uma potente atividade antitumoral em varios tipos de cancro, como o cancro da
prostata resistente a castragao, adenocarcinoma pancreatico e cancro da mama triplo
negativo.' Em contraste, os agonistas do RORy podem modular mdltiplas vias de sinalizagio
para aumentar a imunidade antitumoral contra leucemia, cancro da mama e do cdlon,
aumentando as funcoes dos linfocitos T citotdxicos e atenuando os mecanismos
imunossupressores. Por exemplo, o LYC-54143 e o LYC-53772 sao dois potentes agonistas
do RORy que exibem atividade citotéxica ao promover a produgio de citocinas/quimiocinas. "
A nobiletina, um flavonoide encontrado em frutas citricas, foi caracterizada como um agonista
de RORa e RORy que pode induzir apoptose e paragem do ciclo celular, suprimir a migragao
e invasao, inibir muitos drivers oncogénicos, aumentar os supressores do tumor e aumentar a
sensibilidade a quimioterapia em varios tipos de células cancerigenas. Esses resultados sugerem

que as isoformas ROR podem ser um alvo promissor para o tratamento de cancros.’

Evidéncias crescentes sugerem que o direcionamento farmacologico do REV-ERBs
pode ter potencial terapéutico em uma ampla gama de distdrbios neuropsiquiatricos,
metabolicos e imunoldgicos, bem como no cancro. Estudos in vitro e in vivo revelaram que os
agonistas do REV-ERB SR9009 e SR901 | exibem propriedades anticancerigenas seletivas em
linhas celulares de cancro de cérebro, leucemia, mama, célon e melanoma, inibindo a autofagia
e a lipogénese de novo, importantes para a sobrevivéncia das células cancerigenas. O efeito
antitumoral do agonista REV-ERB SR9009 foi ainda confirmado por estudos subsequentes
mostrando que o tratamento com este farmaco reduziu significativamente a proliferagao
celular e a viabilidade em células de glioma, bem como em células quimiorresistentes e

quimiossensiveis de carcinoma do pulmio de pequenas células, prejudicando a autofagia.’

Em um estudo recente, o KLOOI, um estabilizador CRY, exibiu atividade antitumoral,
como comprometimento da autorrenovagao, migragao celular e proliferagao, bem como

aumento da apoptose, em células estaminais de glioblastoma derivadas de pacientes.’
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3) Administrar os farmacos na hora certa — otimizar o tempo dos medicamentos para

melhorar a eficacia e reduzir os efeitos adversos.

Esta bem documentado que os reldgios circadianos regulam a ADME de farmacos.
Além disso, evidéncias experimentais e clinicas crescentes sugerem que o tempo circadiano
pode ser um parametro importante no tratamento de doengas, incluindo na quimioterapia.
Virios estudos clinicos mostraram que a eficacia de alguns medicamentos antineoplasicos pode
variar em mais de 50%, dependendo de quando sao administrados. Devido aos efeitos
citotdxicos dos farmacos anticancerigenos nos tecidos normais, bem como nas células
malignas, um dos principais objetivos dos estudos terapéuticos é reduzir a toxicidade que
resulta em dano tecidual do doente e disfungao imunoldgica. Estudos em pacientes humanos
com cancro do ovario avangado mostraram que a administragao de doxorrubicina pela manha
(as 6h) e cisplatina a noite (as 18h) causou menos complicagdes e menos toxicidade renal

quando comparado com a administragio de doxorrubicina a noite e cisplatina pela manha.’

Os medicamentos antineoplasicos devem ser toxicos o suficiente para matar as células
tumorais, mas ao mesmo tempo devem causar o minimo de dano possivel as células e tecidos
saudaveis. Este facto exige o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a
distribuicao de farmacos anticancerigenos. A aplicagdo de uma estratégia cronoterapéutica
para o tratamento do cancro estimulou desenvolvimentos em bioengenharia, como bombas

multicanais programaveis no tempo para administragdo de medicamentos cronomodulados."

Em resumo, a cronoterapia tem vindo a mostrar beneficios nao apenas para melhorar
a eficacia terapéutica, mas também para minimizar os efeitos adversos do tratamento do
cancro. Fica cada vez mais evidente que o efeito terapéutico dos agentes anticancerigenos
pode ser modificado dependendo do tempo de administragio do farmaco.”> No entanto, a
aplicagao real da cronoterapia no tratamento do cancro ainda € muito precoce, e mais
investigacao clinica é necessaria para expandir as aplicagoes clinicas da cronoterapia no
tratamento do cancro. Embora qualquer cancro possa ser considerado para cronoterapia,
relativamente poucos foram estudados. A medicina circadiana demonstrou afetar a
sobrevivéncia ou morte de células tumorais em diversos tipos de cancro, incluindo cancro
colorretal metastatico, leucemia linfoblastica aguda, glioblastoma e alguns cancros de ovario e
geniturinario.” Os tratamentos atuais de doencas ainda sio baseados na administragio de
medicamentos, independentemente da hora do dia.” Numa altura em que a medicina
personalizada é muito valorizada, este conjunto de conclusdes sugere que o timing da

quimioterapia deve ser ajustado a cada doente, dependendo da expressao ciclica dos genes do
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relogio e da sensibilidade do alvo do farmaco — seguindo assim o ritmo circadiano interno do

doente.'?

A determinagao da fase circadiana em pacientes individuais por meio da monitorizagao
de biomarcadores circadianos relevantes pode conduzir a personalizagao de esquemas de
administragao de quimioterapia cronomodulados e melhorar os efeitos do tratamento. Isso
suporta ainda mais a necessidade da continua monitorizagao de ritmos circadianos e ajustes

dinidmicos de tratamento.®
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Consideracoes Finais

O relogio circadiano é um sistema molecular fundamental e necessario para a regulagao
de processos celulares essenciais. Assume uma importancia crescente no que toca ao
fornecimento de mais informacoes mecanisticas sobre as relagoes entre o desenvolvimento
do cancro e a disrupgao do ritmo circadiano. Isto pode levar a identificagao de biomarcadores

e alvos terapéuticos ainda nao reconhecidos para cancros especificos.

O reldgio circadiano é vital para manter a homeostase fisioldgica e a fungao normal de
todos os organismos, no entanto, na sociedade moderna, quase todas as pessoas estao sujeitas
a alguma perturbagao circadiana. Este facto sublinha a importancia do investimento no estudo
do ritmo circadiano, o que permitira oferecer uma medicina personalizada e individualizada,

levando a obtengao de melhores resultados clinicos.
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