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Resumo

O presente relatorio divide-se em trés capitulos que pretendem descrever a experiéncia e
funcdes desempenhadas durante o estagio em Farmacia Comunitaria na Farmacia Moderna,
sita na vila de Tortosendo, sob a direcdo técnica da Dra. Octavia Monteiro Vaz, nos Servicos
Farmacéuticos do Hospital Sousa Martins, sob a direcdo do Dr. Jorge Aperta, bem como o
trabalho de investigacdo desenvolvido no Centro de Investigacdo em Ciéncias da Salde da
Universidade da Beira Interior (Covilha), sob a orientacao da Professora Doutora Ana Paula

Duarte e coorientacao da Professora Eugenia Gallardo.

O Capitulo 1 descreve o trabalho de investigacdo realizado. A regiao do Fundao produz
anualmente 7000 toneladas de cereja, o fruto de Prunus avium L.. Este é um importante
motor da regidao, e o seu cultivo e comércio representam uma fracdo consideravel da
economia local. Apesar de se cultivarem diversas variedades nesta regido, é particularmente
conhecida a variedade Saco, uma cereja carnuda, com uma coloracao vermelha escura e um

sabor adocicado e agradavel.

Os compostos fenolicos sao um conjunto heterogéneo de metabolitos secundarios das plantas,
altamente diversificado e amplamente distribuido. Na verdade, sao responsaveis por diversas
caracteristicas no fruto, nomeadamente o cheiro, cor, sabor e adstringéncia. A sua
importancia, porém, vai muito além destas importantes caracteristicas. Estes compostos sao
conhecidos por estarem diretamente relacionados com muitas das propriedades promotoras
de salde associadas as cerejas. Multiplos estudos tém demonstrado o poder antioxidante
deste fruto, sendo-lhe atribuidas propriedades anticancerigenas, antimicrobianas, e anti-
inflamatorias, bem como tendo um efeito protetor a nivel cardiovascular e na prevencao e

controlo da diabetes.

No entanto, e apesar de o valor nutritivo da cereja estar bem definido e estudado, a
capacidades destes compostos estarem efetivamente disponiveis para absorcao nao havia sido
estudada previamente. A digestdo € um processo fisiologicamente muito agressivo. Os
diversos passos que a constituem, seja pela influéncia quimica ou enzimatica, provocam a
detioracdo de muitos dos compostos existentes, seja a nivel farmacoldgico ou nutricional. O
estudo da bioacessibilidade, a fracdo dum alimento que fica disponivel para posterior
absorcao, e que resiste ao processo digestivo, torna-se necessario para compreender a real

extensao da biodisponibilidade, sendo estes estudos indissociaveis.
Partindo de amostras de cereja liofilizada foi utilizado um protocolo de extracao direcionado

para compostos fendlicos, obtendo-se um extrato avermelhado para cada uma das variedades

em estudo.
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Foi desenvolvido e validado um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado
a um detetor de fotodiodos (HPLC-DAD), para a determinacao de nove compostos fendlicos.
Este método mostrou ser linear no intervalo de concentracdes 2-50 pg/mL. Os restantes
parametros analiticos se situaram dentro dos critérios estabelecidos pelas normas

internacionais da Food and Drug Administration.

Através dum método digestivo simulado, com quantificacdo por HPLC-DAD no final de cada
passo digestivo, salivar, gastrico e intestinal, foi possivel compreender como respondem os
compostos selecionados durante a digestao. Verificou-se que a maioria dos compostos
fendlicos parece apresentar resisténcia ao processo digestivo, com excecdo dos glicosideos,
nomeadamente a cianidina-3-O-glicosideo, quercetina-3-4’di-O-glicosideo e a rutina, um
rutindésido da quercetina. Paralelamente, as concentracdes de quercetina e epicatequina
mostraram aumentos consideraveis. E importante destacar que este é o primeiro trabalho que

avalia a bioacessibilidade de compostos fenolicos em cerejas.

Por fim, e recorrendo ao mesmo método HPLC-DAD, foi comparado um conjunto de
variedades oriundas da regiao do Fundao, Saco, colheita de 2015 e 2017, Summit, Earlise,
Brooks, Sweetheart e Primulat. O estudo realizado permitiu quantificar os compostos
fenolicos de cada uma destas variedades, tendo sido encontradas diferencas significativas. A
variedade Saco, colheita de 2017, apresenta o maior teor em cianidina-3-0-glicosideo, sendo
esta uma das principais antocianinas das cerejas e grande responsavel pela cor caracteristica.
No entanto, é a variedade Primulat que apresenta o maior teor de compostos fendlicos, pela
aportacao consideravel de quercetina-3-4’di-O-glicosideo. A variedade Earlise apresenta a
menor quantidade de compostos fenolicos e também de cianidina-3-O-glicosideo, o que
também se reflete na coloracao do proprio extrato.

Foi comparada a colheita de 2015 e 2017 da variedade Saco, tendo sido o teor de cianidina-3-
O-glicosideo a principal diferenca encontrada, sendo varias vezes superior na colheita de
2017.

No Capitulo 2, encontram-se descritas as funcdes realizadas durante o estagio realizado entre
janeiro e abril de 2017, incluindo todas as vicissitudes da pratica farmacéutica. Por fim, o
Capitulo 3 descreve a experiéncia obtida a nivel de Farmacia Hospitalar, as tarefas do
quotidiano e o conhecimento legislativo e normativo adquirido, concluindo assim a presente

dissertacao.

Palavras Chave

Farmacia comunitaria; Farmacia hospitalar; Prunus avium L.; bioacessibilidade;

cromatografia; digestao in vitro; caracterizacao fendlica.
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Abstract

The presented dissertation is divided into three chapters, which intended to describe the
experience and functions performed during the internship in Community Pharmacy, at
Farmacia Moderna, in Tortosendo, under the technical direction of Mrs. Octavia Monteiro Vaz,
PharmD; at the Pharmaceutical Services of the Hospital Sousa Martins, with the supervision of
Mr. Jorge Aperta, PharmD, as well as the investigation undertook at the Centre of
Investigation in Health Sciences at the Faculty of Health Sciences of the University of Beira
Interior (Covilha), uder the guidance of Professors Ana Paula Duarte, PhD and Eugenia
Gallardo, PhD.

Chapter 1 describes the developed research. The region of Fundao produces annually 7000
metric tons of sweet cherry, the fruit of Prunus avium L.. This is an important engine of the
region, and its production and trade represent an important fraction of the local economy.
Although there are several cultivars in this region, it’s particularly well know the Saco

cultivar, a fleshy, deep red coloured cherry with a sweet and pleasant flavour.

Phenolic compounds are a wide and heterogeneous set of secondary metabolites in plants,
highly diversified and broadly distributed. In fact, they are responsible for several
characteristics in the fruit, namely the smell, colour, flavour and astringency. Its importance,
however, goes far beyond these important characteristics. These compounds are known for
being directly related with many of the health promoting capabilities associated with sweet
cherries. Many studies have shown the antioxidant power of the fruit, being linked to
anticancer, antimicrobial and anti-inflammatory capabilities, as well as a protective effect of

the cardiovascular system and preventing and controlling diabetes.

However, and although the nutritional value of sweet cherry is rather well defined and
studied, the possibility of these compounds being effectively available for absorption has not
been previously studied. Digestion is a physiologically aggressive process. Its several steps,
whether chemically or enzymatically, incite the degradation the many of the available
compounds, both in pharmacology and nutrition. The study of bioaccessibility, the fraction of
the food that is available for absorption and resists digestion is necessary to understand the

real extent of bioavailability, making these studies indissociably intimate.

Starting with lyophilized sweet cherry samples, and using a phenolic compound directed

extraction protocol, a red extract was obtained for each of the studied cultivars.

A high performance liquid chromatography method with a photodiode detector (HPLC-DAD)
method was developed and validated to determine nine phenolic compounds. This method
was linear between the 2-50 pyg/mL. The remaining analytical parameters were within the

international criteria defined by the Food and Drug Administration.



Through a simulated digestive method, with HPLC-DAD quantification at the end of each step,
mouth, gastric and intestinal, it was possible to understand how the selected compounds
respond during digestion. We noted that most of the selected phenolics resist the digestive
process, except for the glucosides such as cyanidin-3-O-glucoside, quercetin-3-4’-di-O-
glucoside and rutin, a quercetin rutinoside. Quercetin and epicatechin concentration showed
considerable increases. It’s important to notice that this is the first work that evaluates the

bioaccessibility of phenolic compounds in sweet cherries.

At last, and using the same HPLC-DAD method, we compared a set of Fundao’s cultivars:
Saco, harvest of 2015 and 2017, Summit, Earlise, Brooks, Sweetheart and Primulat. The
performed study allowed to quantify the phenolic compounds of these cultivars, and we
found significate differences between them. Saco, harvest of 2017, presented the largest
content in cyanidin-3-O-glucoside, one of the major anthocyanins in sweet cherries and one
of the main responsibles for its colour. However, it’s Primulat who presents the major
content in total phenolics, mainly due to the content of quercetin-3-4‘di-O-glucoside. The

cultivar with the lest phenolic content is Earlise.

We compared Saco’s 2015 and 2017 harvests, and found that the content in cyanidin-3-O-

glicoside was several time superior in the 2017 harvest.

Chapter 2 describes the obtained experience during the internship that took place between
January and April 2017, including all the details of pharmacy practice. At last, Chapter 3
describes the acquired experience in hospital pharmacy, the daily tasks and the legislative

and normative knowledge acquired, therefore concluding the present dissertation.

Keywords

Community pharmacy; hospital pharmacy; Prunus avium L.; bioaccessibility; chromatography;

in vitro digestion; phenolic characterization.
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Capitulo 1 - Estudo da Bioacessibilidade
de Compostos Fenélicos Presentes em
Extratos de Prunus Avium L. Apos

Processo Digestivo In Vitro.

l. Revisao Bibliografica

1. Cereja - O Fruto de Prunus avium L.

1.1. Caracterizacao

A cereja, fruto de Prunus avium L. pertencente a familia Rosaceae, género Prunus e ao
subgénero Cerasus é um fruto de pequena dimensao, arredondado, de cor carmim escura,
relacionada com o elevado teor de antocianinas. E um fruto muito consumido em climas
temperados, e no caso particular da regiao da Cova da Beira, em particular no concelho de
Fundao, a producdo é um motor importante da economia local. Neste concelho, perto de 400
produtores gerem mais de 2600 hectares de area plantada, numa tendéncia crescente, que

originam uma producao anual de perto de 7000 toneladas anuais (1).

A nivel mundial, os EUA sao, de acordo com dados de 2014, os maiores produtores mundiais,
seguidos pela Turquia (2). A maioria destina-se a consumo em fresco € uma menor
percentagem para a indistria de processamento, para congelar, secar ou enlatar. O consumo
médio é dificil de estimar, sendo afetado pela época do ano e pelo clima da regidao, como
referido (3).

1.2. Constituintes Bioquimicos e Aspetos Nutritivos da Cereja

A cereja é um fruto extremamente apetecido pelo inconfundivel sabor doce e textura
agradavel. Estas caracteristicas, e outras como a cor, aroma, adstringéncia, sdo o reflexo dos
seus constituintes bioquimicos e funcdo das diversas variedades de cereja, que podem

apresentar diferencas significativas em termos quimicos e organoléticos (4,5).

Previsivelmente, os macronutrientes mais abundantes sao os hidratos de carbono, seguidos de
proteinas. As cerejas apresentam um baixo teor de lipidos e o conteldo energético é

estimado em 58 kcal/100g de fruta fresca (6). Conhecem-se varios aclcares e acidos
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organicos simples na cereja, destacando-se a frutose, glucose, xilose e o sorbitol, sendo a
glucose o mais abundante, podendo representar 44,71 g/kg de fruta fresca (6,7). Outros
estudos indicam a presenca de sacarose, estando esta presente em menor quantidade (8).
Acidos organicos como o malico, citrico, xiquimico, fumarico, oxalico, sucinico, tartarico e
ascorbico estao presentes em quantidades identificaveis e a quantidade de acido ascoérbico foi
relacionada com o estado de maturacao da fruta aquando da analise (3,6,8,9). Apesar de os
resultados entre os diversos estudos serem dispares, o acido malico apresenta a concentracao
mais elevada. As diferencas entre as variedades sao apreciaveis e nem todos os constituintes

aqui referidos foram identificados em todos os estudos.

As cerejas sdo ricas em compostos fenolicos, os quais, pela importancia que tém neste

estudo, serao abordados especificamente abaixo.

1.3.  Propriedades Atribuidas - Perspetiva Fitoterapéutica

A cereja, enquanto fruto de elevado valor nutricional, € por si s6 um excelente elemento a
integrar na alimentacao, como se verifica pelos seus constituintes ja referidos. Os diversos
componentes que apresenta demonstram potencial na prevencao do cancro, doencas
cardiovasculares, diabetes e varias doencas inflamatérias, nomeadamente uma reducao do
stress oxidativo, inflamacao tumoral, controlo de glucose (pelo relativamente reduzido indice

glicémico) e inibicao da producao de acido urico (5,10,11).

Conseguem-se distinguir varios fatores que influenciam o conteldo nutricional da cereja e a
biodisponibilidade dos componentes bioativos. Um trabalho recente de M. B. Catalao (12),
realizado na FCS-UBI, comprovou que o estado de maturacdao da cereja implica uma
significativa variacao no conteldo de compostos fendlicos, tendo também sido estudado o
potencial antioxidante deste fruto. De forma geral, o teor em antocianinas, responsaveis em
larga escala pela cor caracteristica da cereja, aumenta com a maturacao da cereja. A época
de colheita apresenta, portanto, uma influéncia neste aspeto. Por outro lado, G. Silva (13)
estudou o potencial anticancerigeno do extrato deste fruto em culturas celulares LNCaP e
PC3, células androgeno-dependentes e androgeno-independentes, respetivamente, com

resultados positivos.

Encontra-se uma boa quantidade de minerais nas cerejas, nomeadamente potassio, fosforo,
calcio e magnésico, que, contrastando com o baixo teor de sodio, faz deste fruto um bom
elemento no controlo da hipertensao arterial. Ja o teor de fibra, embora satisfatério, nao se
encontra em quantidade suficiente para poder ser considerado como benéfico, no consumo de

uma quantidade razoavel de cereja (6,14).



Relativamente a compostos bioativos, distinguem-se nas cerejas dois grandes grupos:
carotenoides, com elevada quantidade de beta-caroteno e compostos fenélicos com elevado
teor em acidos fendlicos e flavonoides. Uma mais aprofundada revisao a quimica e
caracteristicas de compostos fenolicos, pela elevada pertinéncia e importancia para este

trabalho, pode ser encontrada no subcapitulo 2.

Gracas a elevada percentagem de compostos fenolicos, vitaminas, minerais e outros
compostos bioativos, a cereja tem sido associada a prevencao do cancro, particularmente
devido a quantidade de antocianinas presente, nomeadamente glicosideos da cianidina. Este
constituinte é conhecido também pelas suas propriedades antioxidantes. Outros estudos
referem uma reducdo do stress oxidativo a nivel do tecido cardiaco, com reducdo da
inflamacao vascular e reducao indireta da formacao de placas ateroscleroticas. Dada a
associacao do stress oxidativo com varias das complicacdes da diabetes, é possivel extrapolar
que os varios mecanismos de protecdo podem ser estendidos a esta doenca. Por outro lado, as
antocianidinas podem estar envolvidas numa diminuicdo da resisténcia a insulina e estudos
em ratos com dietas enriquecidas em Prunus cerasus L. encontraram niveis reduzidos de
triglicéridos, colesterol, insulina e outros marcadores de stress oxidativo. Os processos
inflamatorios, transversais a maioria das patologias humanas, tém sido alvo de diversos
estudos envolvendo cerejas ou compostos presentes em cerejas. Verifica-se que ha uma
inibicao da ciclooxigenase, a enzima responsavel pela resposta inflamatéria. Um estudo de
sobrealimentacao de antocianidinas, em ratos, encontrou uma reducao dos niveis de TNF-
alfa, quando comparado com o grupo de alimentacao normal, sendo que, no entanto, seria
necessario um consumo de uma quantidade inacreditavel de antocianidinas para se obter este
efeito. Os flavonoides e procianidinas encontrados nas cerejas podem reduzir o stress
oxidativo e reduzir a formacao de placas beta-amiloides, constituindo uma forma indireta de

reducao do risco de doenca de Alzheimer (10,11,15-20).

Um outro composto de particular interesse encontrado e identificado em quantidade
apreciavel na cereja é a melatonina, cujo papel na regulacdo do ciclo circadiano e, portanto,
como ajudante na insénia, sobretudo quando associada ao jet lag, esta bem documentado.
Um trabalho de 2015, de I. Henriques (21), FCS-UBI, encontrou e quantificou, recorrendo a
cromatografia de liquidos acoplada a um detetor electroquimico, (HPLC-ECD), este composto

em 5 variedades de cerejas oriundas da Cova da Beira.

2. Compostos Fendlicos

2.1. Caracterizacao Bioquimica

Os compostos fenodlicos sao metabolitos secundarios das plantas, sendo considerados um dos
mais extensos grupos de fitoquimicos existente. Como referido, existem multiplas

propriedades promotoras de saude associadas a este grupo. Em parte, podemos atribuir a
3



riqueza de propriedades a enorme variedade estrutural e quimica que este grupo apresenta.
Estdo documentados mais de 10000 compostos fendlicos. A sua presenca e variedade é
notodria: sdo responsaveis por aspetos tao diferentes como a cor, sabor, aroma e adstringéncia
(22).

Nos compostos fenolicos podemos identificar, pelo menos, um anel aromatico com um grupo
hidroxilo. Geralmente estdo associados a aclcares, na forma conjugada, sendo a glucose o
mais frequente destes. Pela referida complexidade estrutural, a sua classificacao torna-se
extremamente complicada. No trabalho de Vermerris e Nicholson (15), Phenolic Compound
Biochemistry, encontramos citado o estudo de Harbone e Simmonds (23), classificando os
compostos fendlicos pelo nimero de carbonos da molécula. Embora ndo satisfaca todos os
requisitos de classificacdao, nem seja a forma mais pratica de classificacdao, esta é
efetivamente uma classificacdo empirica e aplicavel aos compostos conhecidos e que ainda se

venham a identificar. Outras formas de classificacao existem.

Assim sendo, e de acordo com Harbone e Simmonds (23), os compostos fendlicos sao

classificados de acordo com a seguinte tabela, tabela 1.

Tabela 1: classificacdo de compostos fendlicos. Adaptado (15).

Estrutura Quimica Classe
Ce Fenois simples
Ce-Cq Acidos fendlicos e compostos relacionados
Ce-C, Acetofenonas e acidos fenilacéticos
Ce-C3 Acidos cindmicos, aldeidos cinamilicos, alcoois cinamilicos
Ce-Cs Coumarinas, isocoumarinas € cromonas
Cis Chalconas, auronas, dihidrochalconas
Cis Flavanos
Cis Flavonas
Cis Flavanonas
Cis Flavanois
Cis Antocianidinas
Cis Antocianinas
Cso Biflavonois
Ce-C1-Co-Co-C,-Cy Benzofenonas, xantonas, estilbenos
Ce-C10-C14 Quinonas
Cis Betacianinas
Lignanos, neolignanos Dimeros ou oligébmeros
Lignina Polimeros
Taninos Oligomeros ou polimeros
Flobafenos Polimeros




E importante ter em consideracio que a elevada variedade estrutural leva a que estes
compostos possuam uma miriade de subgrupos que dificultam a classificacdao. O facto de se
verificarem interacdes entre os compostos, por vezes com resultados sinérgicos interessantes,

dificulta ainda mais a tarefa.

De particular relevancia para o estudo em questdo encontramos os flavonoides e dentro
destes as antocianidinas, pela proeminéncia e distribuicdo em cerejas. Os flavonoides sao
compostos com 15 atomos de carbono, detentores de uma estrutura geral C¢-C;3-Cq, que
consiste em dois anéis aromaticos unidos por um heterociclo de 3 carbonos oxigenado, como
visto na figura 1. Nas plantas, sao geralmente encontrados na forma de glicosideos
conjugados (24). Verifica-se que podemos dividir os flavonoides em 13 subgrupos diferentes,
encontrando-se elevadas variacoes estruturais dependendo do nivel de hidrogenacao dos
anéis aromaticos. Os flavonoides representam importantes componentes da dieta humana e
sao simultaneamente os elementos mais frequentes e também os mais estudados (25). Devido

a sua estrutura quimica, constituem um grupo com um elevado potencial antioxidante.

Figura 1: estrutura geral dos flavonoides. Adaptado (15).

Como referido, um dos mais relevantes grupos de flavonoides sao as antocianidinas. Enquanto
que os flavonoides em geral sao incolores, as antocianidinas sdao as principais responsaveis
pelas garridas cores de frutos e flores e também pela cor vermelha carmim que a cereja
apresenta. As antocianidinas apresentam-se como glicosideos e estruturalmente partilham
com os demais flavonoides os mesmos 3 anéis, como indicado na figura 2. As antocianinas sao
os glicosideos sollveis em agua das antocianidinas (15). As suas caracteristicas quimicas
fazem destes compostos poderosos antioxidantes. Sao transversais a todo o reino vegetal
devido a sua coloracdo. Sao bastante prevalentes na alimentacdo e possuem varias
caracteristicas benéficas na promocdao da salde, maioritariamente devido ao poder
antioxidante. Sao compostos fotossensiveis e facilmente degradaveis a temperaturas

elevadas. A sua extracao ¢é facilitada em meio acidico.
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Figura 2: exemplo de antocianidina. Cianidina. Adaptado (15).

Relativamente aos compostos fenodlicos mais frequentes no fruto de Prunus avium L., sao
identificados com frequéncia acido clorogénico, acido neoclorogénico, epicatequina, rutina,
catequina, quercetina-3-0O-rutinosideo e acido p-coumaroilquinico, destacando-se alguns na
figura 3. Em relacdo as especificas antocianinas, as cerejas sao ricas em cianidina-3-
glicosideo, cianidina-3-rutinosideo, pelargonidina-3-glicosideo, peonidina-3-rutinosideo e
peonidina-3-glicosideo (6,8,18,26,27). Outros compostos podem ser identificados, em

quantidades vestigiais.
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Figura 3: principais fenois identificados nas cerejas. Adaptado (15,28).

2.2. Extracao a Partir do Fruto de Prunus avium L.

Em qualquer estudo analitico a preparacao da amostra é fundamental para o isolamento dos
compostos de interesse permitindo assim resultados fidedignos, pelo que é necessario um
conhecimento dos diversos métodos de extracao para determinar o mais adequado a matriz
alimentar em questao, neste caso, o fruto de Prunus avium L. (29). A imensa diversidade de
compostos fenolicos existente, ja referida, leva a que uma perspetiva reducionista nao possa
ser aplicada. As diversas metodologias de extracdo de compostos fenolicos em frutos tém de
ter subjacente a literatura existente sobre os compostos passiveis de ser extraidos, a matriz

alimentar e o ambito do trabalho (30,31). A extracdo é um processo de separacdo, onde se
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pretende que o analito(s) em causa seja isolado(s), minimizando as perdas deste(s). A
eficiéncia da extracdo é influenciada pela natureza quimica dos compostos a extrair, o
método, o tamanho das particulas, condicées de armazenamento, substancias interferentes e
também por temperatura, agitacdo e tempo de extracdo. Por fim, destacamos o solvente
escolhido como um dos principais fatores de sucesso dos diferentes processos de extracao
(14,32).

Tratando-se da analise de matrizes alimentares, a questao da conservacdo da prépria fruta
tem elevada relevancia. Evidéncias mostram que alimentos preservados durante longos
periodos de tempo, inclusive a temperaturas de congelacdo muito baixas podem levar a
importantes perdas de compostos fendlicos e vitaminas (14,30,33). A conservacao adequada,
bem como o transporte, tem de ser garantida de forma a padronizar os resultados de forma
convincente e diminuir as perdas de analito. De uma forma geral, a liofilizacao é considerada
como a melhor forma de conservacdo duma matriz alimentar e dos seus analitos.
Essencialmente consiste na remocao da agua livre, diminuindo a possibilidade de
desenvolvimento microbiano e reduzindo a oxidacao dos compostos (15,34,35). A enorme
presenca de interferentes, dada a variedade estrutural e quimica de qualquer fruta,
condicionam a realizacdo de determinacbes e aumenta ainda mais a importancia de uma
adequada preparacao prévia de amostra (30). Além da liofilizacao, a preparacao da amostra

pode incluir centrifugacao, filtracao, congelacao entre outros (31).

A extracao em si, corresponde, como referido, a separacao dos componentes de interesse
duma mistura, descartando potenciais contaminantes ou interferentes. De forma geral, o uso
de solventes organicos é o método mais frequente para extracdo de compostos fendlicos em
plantas. A escolha do solvente tem em consideracao a seletividade, densidade, miscibilidade,
recuperacao, preco, pressao de vapor, viscosidade e estabilidade quimica e térmica.
Solventes comuns sao o metanol, etanol, acetona e acetato de etilo, podendo estes ser
acidificados ou nao. A extracao solido-liquido é considerada simples e eficiente no que diz
respeito a recuperacdo de compostos fendlicos a partir de frutas (29,30,36). Uma das
alteracoes mais relevantes a este processo € a utilizacdo de ultrassons. A cavitacao permite a
disrupcao das paredes celulares, facilitando a saida dos compostos de interesse e assim
permitindo maiores recuperacdes de compostos fendlicos em menos tempo (29,36). Uma das
desvantagens relativas a elevada eficiéncia de extracao recorrendo a esta metodologia € a
co-extracado de acucares, proteinas e acidos organicos que tém o potencial de interferir nas
determinacdes, seja por potencialmente modificar o resultado, seja por comprometerem o
correto funcionamento dos sistemas de analise. Varios estudos referem, por esse motivo, a
utilizacdo de metodologias de extracdo em fase solida (do inglés Solid Phase Extraction, SPE)

como passo de purificacdo para separar a porcao polifenolica dos restantes componentes (26).



A diversidade de técnicas de extracao é elevada e estas sao classificaveis pelas fases que se
pretendem separar, pela metodologia empregue ou mesmo pelo sistema utilizado. No campo
dos polifenodis, os mais frequentes sdo extracoes liquido-liquido ou a SPE. A natureza fenélica
torna os compostos relativamente hidrofilicos, sendo bem extraidos com solventes polares
como a agua, etanol, metanol ou misturas hidro-alcodlicas. Outras metodologias interessantes
incluem a extracdo assistida por micro-ondas ou a extracao de fluidos supercriticos, entre

outros (29).

Posterior a extracao pode ser incluido um passo de limpeza ou purificacdao antes de analise
concreta a realizar (18). Tal permite eliminar alguns dos contaminantes referidos e
concentrar os analitos pretendidos. Um exemplo é a ja referida SPE. A aplicacao destas
técnicas permite obter resultados mais congruentes, fiaveis e replicaveis. A amostra fica

depois pronta para a analise pretendida.

3. Biodisponibilidade

3.1. Contextualizacao Fisioldgica

Para que os compostos que sao estudados como potencialmente benéficos, na promocao da
salde humana, possam exercer a sua atividade biologica, é imperativo garantir em primeiro
lugar a sua passagem pelas barreiras bioldgicas de forma a atingirem a corrente sanguinea.
Toda e qualquer determinacdo que venha a ser feita tem como base teorica o conceito de
biodisponibilidade, que tem de ser intercalado com o menos conhecido conceito de
bioacessibilidade, que embora de forma sobreponivel apresenta dispares diferencas do
anterior (37). Embora possam existir diferencas pequenas na definicdo, dependendo da
perspetiva de abordagem, geralmente consideramos biodisponibilidade como a fracao da
quantidade de substancia disponivel para absorcdo, que entra para a circulacdo e nao é
metabolizada ou excretada antes de exercer o seu efeito pretendido (37). Este é um conceito
farmacocinético bem estabelecido, cujas multiplas formas de determinacao serao discutidas
adiante. Inclui a absorcao, distribuicao e bioatividade (38). Uma das principais preocupacdes
da investigacao farmacéutica, no desenvolvimento de novos farmacos, é conhecer, tao cedo
quanto possivel, uma previsao da biodisponibilidade que nao raras vezes inviabiliza o farmaco
em estudo (39,40).

A biodisponibilidade oral pode ser determinada recorrendo a equacao 1. Nesta, F, é a dose
absorvida, Ej, é o racio de extracdo hepatica, CL;, a clearence sanguinea hepatica e Q € o fluxo

sanguineo hepatico. Outras equacdes podem ser usadas.
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Figura 4: curva genérica para a biodisponibilidade de uma qualquer substancia, por via oral e IV (CCO,

dominio publico).

A absorcao de farmacos, e por extrapolacao, de qualquer entidade quimica de interesse, é
um processo complexo, que implica conhecer o funcionamento da mucosa intestinal e suas
vicissitudes (41). Pela perspetiva farmacocinética podemos definir biodisponibilidade como a
area sob a curva concentracao plasmatica/tempo, ap6s a administracdo duma determinada
dose de farmaco, como exemplificado pela figura 4. Esta area devera ser comparada com
aquela obtida aquando da administracdo duma idéntica dose de farmaco por via IV, onde se
considera a absorcao inexistente e o efeito maximo (38). Depende em larga escala das
propriedades quimicas da nova entidade em estudo, particularmente a estereoquimica,

coeficiente de difusao, peso molecular, pKa, estabilidade, solubilidade e carga. (41,42).

Para o particular caso dos compostos fenolicos existe uma série de fatores fisiologicos que
afetam a biodisponibilidade, além da ja referida estrutura quimica e correspondentes
propriedades fisico-quimicas, nomeadamente a matriz em que o composto é entregue, mas
também o transito gastrointestinal, a flora gastrointestinal, interacées com alimentos ou
componentes digestivos, velocidade de esvaziamento gastrico, existéncia de patologias
concomitantes, entre outros (16,39). O fluido produzido pela mucosa intestinal, muco, é uma
mistura complexa viscosa, produzida pelas células caliciformes, que reveste e protege a
mucosa, e possui uma funcao nao apenas protetora, acabando por ser a primeira barreira ao
contacto dos farmacos com a mucosa em si (43). A alimentacao levada a cabo pelo sujeito de
estudo pode também influenciar fortemente a absorcao, particularmente no caso de dados
farmacos, servindo de exemplo as conhecidas interacdes farmacocinéticas entre tetraciclinas
e o leite (44).

3.1.1. Mecanismos de Passagem das Moléculas pelo Epitélio Gastrointestinal

Conhecer os mecanismos subjacentes relativos a passagem das moléculas em estudo pelo
epitélio propriamente dito permite clarificar alguma da complexidade inerente a absorcao de
farmacos (45). E possivel distinguir 4 tipos de mecanismos de passagem, como elucidado na
figura 5, nomeadamente a (1) difusao passiva pelas membranas, a mais frequente forma de
passagem, limitada pelo tamanho das moléculas essencialmente; (2) transporte mediado, um

mecanismo saturavel que envolve proteinas intermembranares especificas, podendo ser ativo
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ou passivo, conforme a utilizacao ou nao de energia metabodlica, que nem sempre resulta num
aumento da absorcdo, mas também numa reducdo como é o caso da glicoproteina-P, uma
bomba de efluxo; (3) endocitose, um mecanismo lento com gasto de energia que envolve a
formacao de vesiculas contendo a substancia a transportar e por fim o (4) transporte
paracelular, para moléculas pequenas e sobretudo hidrofilicas, que passam pela juncdo entre
as células. No entanto, apenas 0,1% da area do intestino permite este tipo de transporte
(39,41,45,46).

1 2 3 Transportador

4 s

Figura 5: mecanismos de passagem celular. Adaptado (46)

3.2. Biodisponibilidade versus Bioacessibilidade

Embora frequentemente usados como sinonimos, os conceitos de biodisponibilidade e
bioacessibilidade apresentam nocdes distintas, sendo importante efetuar esta distincao.
Bioacessibilidade define-se como a quantidade de molécula em estudo que se liberta da
matriz alimentar e fica, portanto, disponivel para absorcao, tendo em consideracao a
digestao, metabolismo e quaisquer transformacdes que a matriz sofra no processo (38).
Naturalmente que este € um conceito pouco aplicavel em farmacologia, pois parte-se do
principio que quando se estuda e ajusta a formulacao medicamentosa, a absorcao ja estara
garantida, existindo também uma série de determinacdes na area da Farmacia Galénica e
Tecnologia Farmacéutica que permitem assegurar a correta libertacdo da molécula muito
antes destes estudos. No entanto, no dominio da nutricio, este é um conceito

particularmente importante (47,48).

No presente trabalho, parte-se duma matriz alimentar bem definida, a cereja, que sendo
submetida a um processo de digestdao in vitro sofre varias alteracbes quantificaveis,
conseguindo-se determinar as variacdes durante os varios passos do processo digestivo, e com
isto compreender a bioacessibilidade de compostos fendlicos presentes no fruto. E de referir
que a bioacessibilidade é inversamente proporcional ao tamanho de particula. E portanto
previsivel que alimentos em estado liquefeito, tenham maior bioacessibilidade (38). Este
estudo é o primeiro passo na determinacao da biodisponibilidade (48). A maioria dos estudos
in vitro, necessarios para prever a bioacessibilidade, baseiam-se em modelos digestivos
simulados para efetivamente conhecer os elementos da matriz alimentar, particularmente

com métodos estaticos de digestao in vitro (49-51). A compreensao do potencial em salde
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deste compostos tem de passar necessariamente por esta quantificacdo (52). No entanto, é
necessario ressalvar que a exposicdo a um processo digestivo pode nao ser benéfica para os
compostos disponiveis. As condicdes extremas do sistema digestivo humano, que se tentam
replicar tao veridicamente quando possivel, podem comprometer a estabilidade de alguns dos

compostos em estudo e diminuir a fracdo bioacessivel (33,53).

3.3. Determinacao da Bioacessibilidade e Biodisponibilidade

Para simplificar a explicacao e por se considerar que ambos conceitos sao indissociaveis, os
métodos para abordar a determinacdo da biodisponibilidade e bioacessibilidade serao
considerados conjuntamente (39). A determinacdo da biodisponibilidade, no ambito de
estudos que nao remetam estritamente para a farmacologia, depende, em larga escala, como
referido, da bioacessibilidade. Se um dado analito nao é bioacessivel, ou seja, se nao se
dissocia da matriz alimentar, entao nunca sera biodisponivel e, portanto, ndo tera absorcao.
As metodologias impostas tém de ser pensadas no sentido de maximizar a bioacessibilidade

dos compostos fenolicos.

Varios fatores podem influenciar a bioacessibilidade, e naturalmente a matriz alimentar onde
os compostos em estudo se encontram sera um deles. Como referido, ha uma relacao
inversamente proporcional entre o tamanho da particula e a bioacessibilidade e, portanto, a
biodisponibilidade. Particulas mais pequenas favorecem a libertacdo dos analitos e o contacto
com a mucosa gastrica. A composicao quimica dos alimentos, e também dos compostos a
estudar influenciam o resultado. De forma geral a bioacessibilidade determina-se com
métodos in vitro, tentando-se conhecer o comportamento dos alimentos e as diversas
variaveis que podem alterar a fracao bioacessivel. A biodisponibilidade, por outro lado, pode
ser fielmente determinada recorrendo a métodos in vivo, ex vivo ou in vitro. Para farmacos,

metodologias in silico permitem um screening rapido.

3.3.1. Metodologias in vivo/ex vivo/in situ

A biodisponibilidade é mais eficazmente determinada in vivo. Recorrendo a estudos de
alimentacao, em animais ou humanos, e com quantificacdes sistematicas dos compostos no
sangue ou urina, consegue-se conhecer a cinética de absorcdo e eliminacao do analito. Estes
estudos sdo naturalmente pouco exequiveis, particularmente em humanos, pela dificuldade
em padronizar o consumo de um determinado analito e pela quase impossibilidade de
controlar as variaveis existentes. Consideracdes éticas sobre a restricdo alimentar necessaria
impoem-se também. Estes estudos cingem-se, portanto, a administracdes de dose Unica, de
forma a reduzir o desconforto experimentado pelos voluntarios (26,54). Em ratos ou outros
animais, estes estudos sao mais praticos, sendo possivel manter a dieta restrita por mais

tempo e reduzir o nimero de variaveis em consideracao e dessa forma obter resultados mais
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fiaveis. Também técnicas envolvendo banhos de 6rgaos, como excisao de porcoes de intestino
de rato ou a utilizacdo de camaras de Ussing, que requerem o sacrificio dum animal, nao

serdo consideradas, apesar de serem técnicas in vitro (39).

3.3.2. Metodologias in vitro

No decurso dos ultimos anos, com particular énfase na farmacologia, surgiram uma série de
técnicas laboratoriais in vitro que permitem uma correta estimativa das propriedades de
absorcao. A utilizacao de técnicas digestivas simuladas tem ganho uma particular importancia
em estudos de bioacessibilidade, que como referido sao essenciais a quantificacao da
biodisponibilidade. Por outro lado, membranas artificiais permeaveis permitem obter uma
nocao da passagem de determinadas moléculas com base no principio da difusdao passiva por
gradiente osmotico. A metodologia popularizada por Gil-lzquierdo et al. (49), envolvendo
membranas dializaveis de celulose, numa modificacdo do trabalho de Miller et al. (55) é uma
referéncia no campo da bioacessibilidade em nutricdo. A matriz alimentar, apds um processo
digestivo simulado, é colocada em contacto com tubos de celulose que funcionam como filtro
que permite a passagem de moléculas até aproximadamente 12 kDa. O conteldo dos tubos &
depois caracterizado, sendo a quantificacao resultante extrapolada. Embora esta abordagem
seja uma forma pratica e que permite um rapido screening, foram os modelos celulares que
se impuseram como ferramentas realistas de estudos de absorcdo de moléculas. Varios
modelos celulares estdao disponiveis para utilizacdo em estudos de biodisponibilidade,
nomeadamente as células MDCK, de epitélio renal dum Cocker Spaniel, que tém demonstrado
aplicacdo nesta area (41,42,46). Também as linhas celulares HT29, células originarias dum
adenocarcinoma do coélon; TC7, um subclone de células Caco-2, entre outras, tém
interessantes aplicacdes em varios campos. No entanto, desde a sua descoberta em 1989, as
células Caco-2 tornaram-se o indiscutivel lider em screening rapido das propriedades de
absorcao, pelas caracteristicas muito proprias que apresentam e em funcao da similaridade

morfolégica com os enterocitos humanos.

3.3.2.1.  As Células Caco-2

Quando em meados dos anos 80, Ismael Hidalgo focou o seu estudo na ja existente linha
celular Caco-2, estaria longe de imaginar a repercussao que o seu trabalho viria a ter na
indUstria farmacéutica. Esforcos tinham vindo a ser feitos desde os anos 70 para determinar
linhas celulares que viessem a permitir a cultura de células em monocamada de forma a
replicar barreiras endoteliais (56). Estes resultaram infrutiferos, devido as dificuldades de
cultura destas células e pela incapacidade de induzir diferenciacdao. O trabalho de Hidalgo
surgiu assim como revolucionario e como uma das grandes bandeiras do laboratorio de
Borchardt na Universidade do Kansas (57). Esforcos sérios no sentido de encontrar um modelo

de permeabilidade celular in vitro foram feitos a partir de 1984, tendo Hidalgo comecado
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apenas em 1986, focando quase de imediato os seus esforcos nas células Caco-2, ja
conhecidas pela propriedade de se diferenciarem em enterécitos (57). Em 1989 foi
apresentado o resultado do seu trabalho: um método de cultura celular in vitro com a
capacidade de produzir uma monocamada diferenciada de enterdcitos, com confluéncia

elevada, em aproximadamente 21 dias.

As células Caco-2 sdo, ha mais de 20 anos, o padrao em screening de biodisponibilidade na
indUstria farmacéutica. E natural que sejam consideradas como uma abordagem algo
reducionista de estudos de permeabilidade, em funcao dos modelos organotipicos, in vivo, ex
vivo e outros ja referidos, naturalmente mais complexos. Sao células que derivam dum
adenocarcinoma de célon humano, que nao segregam mucina nem produzem um biofilme
tampouco, sendo estes aspetos considerados limitacées ao seu uso enquanto modelo. Apesar
de derivarem duma Unica amostra, a sua utilizacao por todo o mundo e as diversas pressoes a
que foram sujeitas levam a que sejam consideradas uma populacdo celular heterogénea, e
podemos encontrar variacdes significativas nas caracteristicas destas células (56). Esta
problematica torna-se uma limitacdo no que diz respeito a validacdo e comparacao dos

resultados obtidos por parte de outros laboratorios.

E necessario enumerar, pelo menos, alguns dos aspetos que podem influenciar a cultura
celular, para conhecer as limitacdes, vantagens e desvantagens deste tipo de modelo, com
boas praticas de cultura celular em mente para obter resultados tdao fiaveis e coerentes
quanto possivel. Na execucao de qualquer trabalho cientifico, o rigor, precisao e
reprodutibilidade sao essenciais para tentar garantir que os resultados obtidos sao
consistentes com a realidade e asseguram, na medida do possivel, a veracidade das
conclusdes passiveis de ser retiradas. Uma parte fundamental do sucesso neste campo vem da
preparacao prévia, do conhecimento inerente a aplicacdo do método escolhido, as suas

vantagens, forcas, desvantagens e pontos criticos (58-60).

Esta necessidade acentua-se quando o campo de estudo envolve a aplicacdo de métodos
celulares. Sendo efetivamente entidades bioldgicas, as células requerem uma atencao
particular na sua utilizacao e manuseamento, sob pena de nao se chegarem a obter sequer
resultados, ou pior, os resultados obtidos serem distorcidos e incoerentes. Nesse sentido,
efetuou-se uma pesquisa sobre quais os cuidados requeridos por esta metodologia em

particular, de forma a garantir a obtencao de resultados (59-61).

Essencialmente podemos agrupar os fatores que influenciam a cultura celular em dois grandes
grupos: fatores relacionados com as células e fatores relacionados com o meio de cultura e
com a superficie onde se pretende fazer o crescimento (56). Por outro lado, também a
escolha do protocolo adequado, em funcdao do material disponivel, podera fazer toda a

diferenca. Foram encontrados varios trabalhos sugerindo novos métodos inovadores de cultura
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de células Caco-2, que demonstram ser possivel a reducao do tempo de cultura dos classicos
21 dias para a obtencédo de confluéncia para sete, ou até menos, dias. Tal reducao é possivel
através da modificacdo dos meios de cultura e das condicdes a que as células sdo sujeitas
(58,62,63). Ainda assim, apesar das eminentes vantagens, estes métodos nao estdo

suficientemente consolidados para poderem ser utilizados na pratica.

a) Fatores Celulares
A propria célula, como ja referido, embora descenda duma Unica populacao, através das
pressoes seletivas exercidas por laboratérios do mundo inteiro, sofreu pequenas alteracoes,
nomeadamente no que diz respeito a “idade” das mesmas (56). Também o conceito de
“namero de passagens”, definido como o grau de subcultura a que as células foram sujeitas,
ou ainda o numero de vezes que as células foram transferidas de veiculo para veiculo (64),
pode influenciar o resultado a obter. A literatura é unanime, comprovando o nefasto efeito
da “idade” nas células. As populacdes mais jovens apresentam diferencas como alteracdes na
morfologia, resposta a estimulos, taxas de crescimento, expressao proteica e eficiéncia da

transfeccao [introducao propositada de acidos nucleicos nas células] mais elevadas (64).

Relativamente a atividade enzimatica, também esta varia com o numero de passagens. Por
exemplo a expressao de sucrase-isomaltase aumenta com o numero de passagens, € a
fosfatase-alcalina diminui. A passagem de varios substratos verifica-se diminuida nas células
com maior nimero de passagens, no entanto, o transporte da hormona libertadora de
tirotropina apenas se verificou nessas mesmas células, ou seja, nas células de maior “idade”.
O numero de passagens esta ainda associado a diferencas metabodlicas, nomeadamente a nivel
da CYP3A4, cujo efeito pode ser um fator disruptor hum estudo de bioacessibilidade, em que
os compostos estudados sdo facilmente modificados pelas enzimas metabolicas, um efeito
alias estudado em multiplos trabalhos (6,42,52,65,66).

b) Fatores Relativos a Cultura Celular

O meio de cultura, as condicbes ambientais e reagentes utilizados tém um peso
preponderante no sucesso da aplicacdo do método e obtencdao de resultados. Como ja
referido, também as préprias células apresentam um conjunto de fatores de variacao que
potencialmente podem produzir alteracdées substanciais na obtencao dos resultados, e
sobretudo na reprodutibilidade dos mesmos, pois, pelos fatores ja estudados, as divergéncias
evolutivas nas populacdes de células Caco-2 constituem obstaculos a correta reproducao e
obtencao de resultados por diferentes laboratorios. Tal representa uma critica frequente a
utilizacdo de células Caco-2, e tém sido publicados mdltiplos trabalhos procurando uma
uniformizacao das técnicas e procedimentos a aplicar em estudos envolvendo culturas
celulares (39,46)
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Relativo ao meio de cultura, também o pH do meio é um pertinente fator de modulacao dos
resultados, frequentemente esquecido. Um estudo em particular (67), conclui que as
condicoes experimentais devem refletir rigorosamente as condicdes in vivo e, através de
determinacdes experimentais, verificou que um pH do compartimento apical de 6,0 (em vez
de 7,0) mostrou uma correlacao mais realista com a absorcao in vivo (neste estudo o

compartimento basolateral foi mantido a pH 7,0 - pH fisiologico).

A justificacao para o fenomeno citado no paragrafo anterior estara relacionada com um
eventual microambiente ligeiramente mais acidico presente nas vilosidades e
microvilosidades intestinais, determinado em 5,8-6,3 - mais baixo que o “grosso” da solucao
do intestino delgado (56,67). Embora as células Caco-2 contenham microvilosidades, dado que
se diferenciam em enterdcitos, tal microambiente nao se proporciona, devido a inexisténcia
da camada de mucina no lado apical das células Caco-2. Naturalmente o pH do lado

basolateral sera efetivamente de 7,4 - o pH fisiologico.

Ainda sobre os fatores que podem influir nos resultados, podemos destacar a densidade de
cultura celular (nimero de células por unidade de area), que deve ser elevado para garantir a
confluéncia simultanea, o tempo de cultura, e a expressao diferenciada de transportadores

de nutrientes, matriz extracelular e moléculas de adesao (46,56,61,64,68).

4. Digestao In Vitro

4.1. Interesse e Contextualizacao

A utilizacdo dum método digestivo in vitro é, como referido, fundamental em estudos de
biodisponibilidade e bioacessibilidade em nutricao. Embora em farmacologia propriamente
dita o conceito nado seja idéntico, pelos motivos anteriormente referidos, caracterizar o
potencial disponivel para absorcdo, a partir da matriz alimentar em estudo, permite
determinar objetivamente a percentagem de compostos bioativos disponiveis para absorcéao e

dai estimar a biodisponibilidade através de estudos de permeabilidade (39,69,70).

A digestdao € um processo fisiologicamente agressivo. Qualquer alimento consumido pelo ser
humano sera sujeito a um tratamento mecanico, quimico e enzimatico que consegue reduzir
o0 mesmo a meras particulas. Em farmacologia sao frequentes os exemplos de farmacos que,
pela sua constituicdo quimica, nao resistem a digestdao, sendo remetidos para outras formas
de administracao exclusivamente por isso. Por este motivo, a aplicacdo dum modelo digestivo
in vitro vai permitir quantificar o que acontece aos compostos fenolicos selecionados durante
a mesma e assim perceber que parte destes estara efetivamente disponivel para absorcao. A
quantificacdo apo6s cada fase digestiva, oral, gastrica e intestinal, permitira também
conhecer qual a fase mais perigosa para os compostos fenolicos. Apenas apds este processo

sera possivel determinar a fase bioacessivel. Uma incorreta determinacdo desta fase tera
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como consequéncia uma subestimacdo da real fracdo biodisponivel. A dificuldade em
padronizar um método digestivo simulado prende-se com a elevada variedade de fatores de
divergéncia e de variaveis que afetam tanto o método como o objeto em estudo. O pH,
secrecoes, velocidade de esvaziamento gastrico, transito intestinal e flora intestinal sao
parametros que variam consideravelmente de forma interindividual. Além destes, a matriz
alimentar, com a sua microestrutura, riqueza relativa em macro e micronutrientes e seus

constituintes aumentam o nimero de variacdes possiveis (43,49,65,71).

A digestao comeca na cavidade oral. Aqui o alimento ingerido é submetido a forte tensao
mecanica, sendo reduzido a particulas consideravelmente mais pequenas. Os dentes
permitem rasgar e esmagar os alimentos, aumentando a eficiéncia deste processo. Alimentos
em pedacos mais pequenos tornam a digestdo mais completa, pelo aumento da area exposta
aos elementos digestivos. A saliva, o fluido presente, tem um pH ligeiramente acidico e
possui enzimas como a alfa-amilase ou a lipase lingual que assistem na degradacdao de
hidratos de carbono complexos e lipidos. Embora este passo dure apenas uma média de alguns

segundos é de extrema importancia (51,70,72,73).

De seguida, o bolo alimentar é transportado pelo esofago e chega ao estémago, onde se da a
digestdao gastrica. Embora a tensdo mecanica nao seja tdo intensa como na boca, os
movimentos peristalticos sao eficientes na mistura do alimento com o suco gastrico. O pH
extremamente acidico, devido ao acido cloridrico produzido na mucosa, tem uma dupla
funcao: a esterilizacao do bolo alimentar e a disrupcao de membranas e macronutrientes,
auxiliando na reducao do tamanho de particula. O suco gastrico compreende ainda varias
enzimas, como a pepsina e lipase gastrica. Esta fase é caracterizada por digestdo mecanica e
enzimatica e dura de 15 minutos a 3 horas, dependendo do alimento ingerido
(17,52,66,73,74).

O esvaziamento gastrico é funcao primariamente do tipo de alimento e do grau de digestao e
da-se quando o quimo acidico tem uma consisténcia adequada. O primeiro segmento do
intestino delgado recebe secrecoes pancreaticas e biliares, sendo secretado bicarbonato de
sodio que neutraliza a acidez do quimo e permite a atuacdo das enzimas presentes no
intestino, nomeadamente as amilases, pancreases e lipases que emulsificam os lipidos e

continuam a degradacao das restantes macromoléculas (37,39,41,75).

Embora a maioria do processo digestivo e absortivo seja concluida no intestino delgado, no
colon ocorrem alteracoes importantes, devido a fermentacao microbiana e absorcao de agua.
E nesta porcdo onde os restos alimentares ndo digeridos, nomeadamente alguns hidratos de
carbono e proteinas, sao fermentados pela flora intestinal. Ocorre também reabsorcao de

eletrélitos e sais biliares (51,75,76).
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Os métodos digestivos in vitro, por norma, nao simulam a digestdo a nivel do célon, nao
menosprezando a importancia deste passo no processo digestivo como um todo, mas devido a
dificuldade de padronizar os efeitos da fermentacao microbiana, embora estudos tenham sido

feitos nesse sentido (61).

4.2. Selecao do Método para Processo Digestivo in vitro

Através de uma pesquisa na literatura é possivel verificar que, embora existam bastantes
trabalhos particularmente nesta area, nao existe um método digestivo in vitro padronizado,
embora esforcos ja tenham sido feitos nesse sentido (51). Isto deve-se a miriade de diversos
fatores referidos anteriormente e a variada indole de necessidades distintas. Assim, trabalhos
no ambito de nutricdo, de farmacologia ou toxicologia tém abordagens que podem ser
completamente  distintas. Conseguimos, porém, distinguir  modelos  estaticos

monocompartimentais, multicompartimentais e dinamicos.

Os modelos estaticos monocompartimentais sao os mais frequentes. Os diversos passos dao-se
no mesmo biorreactor, sendo as enzimas e os diversos componentes adicionados de forma
sequencial e consecutiva. Os modelos estaticos ndo reproduzem os movimentos dinamicos ou
a continua secrecao que se da no ambiente fisioldgico. Modelos monocompartimentais
dindmicos, por outro lado, ja tém em conta a especificidade das varias regides onde ocorre a
digestdao, nao tendo em conta os importantes movimentos peristalticos. Atualmente ja
existem sistemas integrados que simulam as condicdes do estomago e de porcdes do intestino
delgado, baseados em dados in vivo. Assim, é possivel reproduzir a temperatura, alteracoes
de pH, esvaziamento gastrico e adicao de secrecdes que reproduzem mais fielmente as
fisiologicas (47,72,73).

A escolha do método tem de ter em conta os diversos fatores ja referidos, tanto
relativamente ao método em si como a matriz alimentar. Estes sistemas in vitro tém sido
extensivamente utilizados em estudos de nutricao, avaliacao de seguranca de componentes
alimentares, estudos farmacologicos, entre outros. Embora com limitacdes, nomeadamente
incapacidade de reproduzir as secrecdes gastricas, resposta neural e hormonal, auséncia de
flora microbiana ou dificuldade em replicar os complexos movimentos peristalticos, métodos
digestivos in vitro assumem um papel importante na investigacao, fornecendo perspetivas
valiosas (38,65,71).
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5. Metodologias de Analise e Quantificacao de Componentes

Bioativos

5.1.  Principios de Cromatografia

As técnicas cromatograficas, com os seus primordios ainda na primeira metade do século XX,
sao hoje um conjunto extremamente variado de metodologias que conseguem atingir, com
maior ou menor grau de pureza e precisao, uma separacao total dos componentes duma dada
mistura. Assim, conseguimos definir cromatografia como um processo que separa os multiplos
componentes do analito partindo de duas fases: a fase mével e a fase estacionaria (77). O
principio fundamental reside no grau variavel dos componentes aderirem a fase estacionaria e

serem posteriormente eluidos pela fase movel.

Os diversos métodos cromatograficos podem ter utilidade em diferentes tipos de utilizacao,
sendo fundamentais no ambito da toxicologia, quimica analitica, ciéncia forense, fitoquimica,
farmacologia e tantas outras areas do conhecimento. Uma descricao aprofundada dos diversos
tipos fica fora do escopo deste segmento. A classificacdao do tipo de cromatografia é baseada

nos diferentes estados fisicos da fase movel e da fase estacionaria (30,78).

Conseguimos distinguir varios tipos de cromatografia, partindo da diferenciacdo do estado
fisico da fase moével e da fase estacionaria. Outras distincoes podem ser aplicadas. As
amostras podem encontrar-se num estado liquido, gasoso ou sélido e podem ser constituidas
por uma solucao dum simples componente ou uma mistura altamente complexa em matrizes
elaboradas. Foi para separar pigmentos presentes em plantas que o botanico russo Tswett
usou uma forma simples de cromatografia liquido-sélido. Nesta altura, a identificacdo da
separacao era visual, pela observacdao dos pigmentos. O termo cromatografia derivada do
grego chromo-, um prefixo que designa cor embora, atualmente, a cor pouco tenha a ver com

a maioria das técnicas cromatograficas (79).

Posteriormente, outros investigadores perceberam que a separacao liquido-liquido também
seria possivel, colocando a fase movel, agua por exemplo, numa base de silica. De seguida,
verificou-se que substituir a fase movel liquida por um gas aumentaria a velocidade da
separacao, com proporcional aumento da eficiéncia. Surge assim a cromatografia gasosa. No
entanto, o seu valor apenas viria a ser compreendido anos mais tarde e apenas em meados
dos anos 60 do século passado, tendo sido nesta altura lancados os fundamentos da
cromatografia liquida de alta eficiéncia, no seu original HPLC, High Performance Liquid
Chromatography. Atualmente, é possivel separar gases e substancias volateis por
cromatografia gasosa, matérias de elevado peso molecular por cromatografia liquida e mesmo

separacoes simples por cromatografia em camada fina, com um custo baixo (79,80).
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A cromatografia liquida de ultra performance surge como uma melhoria aos equipamentos de
HPLC, partilhando os mesmos principios, mas exibindo resolucdo adicional. Esta resolucao
adicional é possivel de alcancar ja que este tipo de sistemas suporta pressoes mais elevadas,
permitindo ao operador diminuir as dimensdes da fase estacionaria. Conhecer a forma de
funcionamento e os principios teoricos adjacentes a esta técnica é fundamental para a
interpretacao dos resultados. A principal diferenca de outras técnicas de elevada eficiéncia,
como a cromatografia gasosa (GC) é o facto da ultima depender da possibilidade das
substancias serem volatilizadas. Estima-se, a titulo de exemplo, que apenas 20% dos
compostos organicos conhecidos possam ser analisados através de GC, sendo uma obvia

limitacao (80).

Assim, e de forma geral, o sistema de distribuicao encontra-se na forma de uma coluna, que
pode ter um comprimento de poucos centimetros a varios metros, revestida com particulas
que constituem a fase estacionaria. A fase mével, um liquido ou gas, é forcado sob pressao
(ou nao), pela coluna para eluir a amostras. Num primeiro momento, como resultado das
diferentes forcas moleculares, os solutos sdo retidos pela fase estacionaria, sendo que os que
possuem menos afinidade para esta serdao eluidos primeiro. Desta forma, e assumindo que a
eluicdo é lenta o suficiente, produz-se a separacao dos solutos. Na tabela 2, abaixo,

encontra-se uma possivel classificacao das técnicas cromatograficas (77,79).

Tabela 2: classificacao de técnicas cromatograficas. Adaptado (79)

Fase Movel Fase Estacionaria
Liquida
Gas Cromatografia Gas-Liquido
Cromatografia Gasosa (GC) Sélida

Cromatografia Gas-Sélido

Liquido
Liquida Cromatografia Liquido-Liquido
Cromatografia Liquida (LC) Sélido

Cromatografia Liquido-Sélido

Em cromatografia liquida podemos ainda distinguir entre cromatografia de fase normal e fase
reversa. A primeira refere-se ao caso em que a fase estacionaria € mais polar que a fase
movel e a segunda denomina o caso em que a fase estacionaria apresenta menor polaridade

que o solvente utilizado na fase mavel (79).

O grau de separacao é ditado pelo coeficiente de distribuicdo da substancia, sendo este
definido como a razao entre as concentracées dum composto numa mistura de duas fases, em
equilibrio, permitindo quantificar a diferenca de solubilidade. O coeficiente de distribuicao

de uma dada substancia é funcdo de varios aspetos, cujo efeito sinérgico resulta num valor
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numérico. As mais importantes sao forcas moleculares, nomeadamente forcas de dispersao,

ionicas, polares e interacdes hidrofilicas ou hidrofobicas (29,45,81).

5.2.  HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Tendo em conta o sistema analitico utilizado no presente documento, ira realizar-se de forma

resumida uma breve introducao sobre o mesmo.

Em cromatografia liquida, a amostra tem de ser dissolvida num solvente organico, e a maioria
dos solventes nao levanta problemas de foro técnico. A escolha do solvente prende-se com a
afinidade deste para com os constituintes da amostra a separar. Se a afinidade for demasiado
elevada, é possivel que os elementos da mistura sejam eluidos rapidamente, ndo se obtendo
a separacao em picos necessaria. Em cromatografia liquida € fundamental manter o nimero
de pratos teoricos elevado, isto é, elevada eficiéncia na forma de capacidade de eluicdo com
baixa dispersao dos picos produzidos pelo analito. Quanto maior o nimero de pratos teoricos,
maior o grau de separacdo da mistura. Uma série de fatores pode levar a uma diminuicao
deste valor, ou seja, a obtencao de picos largos e possivelmente sobrepostos, nomeadamente
o multipath effect, que se refere aos “percursos” que o analito pode fazer entre as particulas
de fase estacionaria. Tal prevé que alguns destes reflitam uma maior distancia percorrida até
a saida da coluna, demorando por isso mais tempo. O fluxo de fase mével pela coluna pode
também ocorrer a diferentes velocidades nesta, ou a difusdao molecular, afetada por fatores
como a velocidade geral de fluxo. Outros aspetos podem contribuir para este fenomeno
(36,77,80,82).

A coluna (fase estacionaria) é dos componentes mais importantes num sistema
cromatografico. Assume diversas formas, conforme o tipo de cromatografia e o seu
comprimento pode ir desde poucos centimetros até varios metros. Um cromatograma, o
registo efetuado a saida do detetor, é funcao primariamente da coluna, da fase médvel e da
intensidade do sinal gerado. Relativamente a coluna, dois aspetos sao fundamentais: o seu
comprimento e o tamanho da particula que constitui a fase estacionaria. Um comprimento
maior permite obter uma maior separacao dos picos, pois aumenta o tempo de eluicao. Por
outro lado, um menor tamanho de particula aumenta a area de superficie da fase
estacionaria, aumentando por isso a adsorcdo. Isto permite maior precisdo e eficiéncia de
separacao (78-80,82).

Garantir a resolucdo do cromatograma obtido é fundamental para a correta identificacao e
quantificacao dos analitos. O fator de retencao, a razao entre o tempo durante o qual um
analito é retido na fase estacionaria e o tempo em que é retido na fase movel, devera oscilar
entre 1 e 10, ajustando-se a fase mével em funcdo do valor obtido. A qualidade da coluna e

dos reagentes é fundamental para obter picos devidamente separados, existindo estratégias a
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adotar para atingir este propdsito. Uma otimizacdo da velocidade de fluxo é também
importante. Uma outra alternativa para aumentar a resolucdo pode passar por um aumento
do fator de separacao, podendo considerar-se uma diferente fase mével, em primeiro lugar,

seguido de uma mudanca na fase estacionaria, trocando de coluna (78,80).

Num sistema cromatografico de HPLC conseguimos distinguir varios elementos, cujo
conhecimento e compreensao de funcionamento sao fundamentais para a sua operacao. A
bomba é o equipamento controlavel por computador capaz de manter o sistema sob muito
elevada pressao e manter o fluxo de solvente constante. O forno da fase estacionaria
corresponde ao segmento onde sao mantidas as colunas, sendo possivel configurar a
temperatura a que se pretende que sejam realizadas as medicées. O importante efeito da
temperatura sera abordado posteriormente. O sampler e injetor sao os componentes
responsaveis por manter e injetar as amostras. Na maioria dos equipamentos modernos é
possivel manter um elevado nimero de amostras, podendo-se configurar a temperatura a que
sdo mantidas. Por fim, o detetor, que pode apresentar varias configuracdes, em virtude do
que se pretende determinar. Exemplos de detetores sao o detetor de ultravioleta (UV), o
detetor de diode array (DAD), o detetor de fluorescéncia (FLD), o detetor de electroquimica
(ECD) ou o detetor de espectrometria de massa (MS) A coluna, um dos mais importantes

componentes, foi ja discutida anteriormente. (15,77).

Um outro aspeto crucial para o funcionamento dos sistemas de HPLC é o efeito da
temperatura. De forma geral (mas nao exclusiva), um aumento da temperatura permite
melhor eficiéncia, ja que a diminuicdo da viscosidade do solvente facilita as transferéncias de
massa. Isto permite um menor tempo de analise, pelo que também a temperatura deve ser
sujeita a otimizacao. No entanto, temperaturas mais elevadas podem levar a uma degradacao
dos compostos em estudo ou até do proprio solvente, prejudicando a quantificacdo.
Temperaturas mais elevadas podem levar ao aparecimento de bolhas, devido a evaporacao do
solvente, prejudiciais para a coluna, comprometendo também a uniformidade dos resultados
obtidos (78,80).

Durante a validacao e preparacao do método cromatografico, esforcos devem ser feitos no
sentido de analisar os cromatogramas obtidos e otimizar o método recorrendo as ferramentas
e bibliografia existentes, tendo em consideracao aspetos variados como a coluna, fase movel,

velocidade de fluxo, temperatura de funcionamento, compostos a analisar, entre outros.
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ll. Parte Experimental

1. Preparacao das amostras de cereja

Neste trabalho foram utilizadas 6 variedades de cereja da regiao do Fundao, Saco (colheita de
2015 e 2017), Summit, Sweetheart, Primulat, Brooks e Earlise, colheita de 2015, as quais
foram gentilmente cedidas pela “Cerfundao - Embalamento e comercializacao de cerejas da
Cova da Beira, Lda.”. As cerejas colhidas em 2015 foram conservadas a -20 °C durante 1 més

até posterior processamento e as que foram colhidas em 2017 foram processadas de imediato.

Foram pesados cerca de 200 g para cada amostra de cereja, fresca ou apos descongelamento.
ApoOs a pesagem, a fruta foi congelada a -80° C, durante pelo menos 24 horas, garantindo que
todas as moléculas de agua livre se encontravam no estado sélido, permitindo que a agua
livre passe diretamente para o estado gasoso, antes de se proceder a liofilizacao (Savant,
Novalyphe-NL500, EUA), durante 60 horas. Este processo foi concluido apos verificacdo da
perda quase total da agua do fruto. O rendimento de liofilizacdo é apresentado pela razao
entre a massa final e inicial, de acordo com a seguinte equacao, equacao 2.
Myiofilizada

n =—2"222 %100 (2)
mfresca

2. Extracao a partir do fruto liofilizado

Partindo do fruto de Prunus avium L liofilizado foi realizado um processo de extracao
direcionado para os compostos fendlicos. Neste, foi utilizado metanol acidificado com 0,1% de
HCl, usando uma proporcao de 1 g de fruto liofilizado para 20 mL de solvente. A amostra foi
colocada num banho termostatizado (P-Selecta Unitronic-OR, Espanha) durante 2 horas a uma
temperatura de 35° C e agitacao de 64 rpm. Este processo de extracao foi repetido duas
vezes. Posteriormente procedeu-se a centrifugacao do extrato durante 20 min a 4000 rpm
(Beckman Coulter, Allegra X22R, EUA). A presenca de pequenas quantidades de HCl permite
aumentar o rendimento da extracao das antocianinas e antocianidinas, sem comprometer os

demais acidos fenolicos.

O solvente foi posteriormente evaporado (Rotavapor R-215, Buchi Switzerland), a pressao
reduzida (130 mbar) e temperatura de 35 °C, estavel, até obtencdo de extrato seco, que se
apresenta como um produto viscoso, similar a caramelo, de cheiro doce e frutado. Em funcao
da probabilidade de degradacao de antocianinas e antocianidinas, a temperatura do
procedimento nao devera ultrapassar os 35 °C. O extrato obtido foi conservado em frio, a 4°

C, e protegido da luz até a sua utilizacao.

Este procedimento foi realizado para as seguintes variedades de cereja, oriundas da regiao do

Fundao: Saco (colheita de 2015 e 2017), Summit, Sweetheart, Primulat, Brooks e Earlise. A
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eficacia da extracao foi quantificada mediante o calculo do rendimento da mesma, de acordo

com a equacao 3.

Mextrato

n= X100 % (3)
mfruta liofilizada

3. Desenvolvimento e Validacdo do Método por HPLC-DAD

Para a Quantificacao de Compostos Fendlicos

Com o intuito de se demonstrar que o método analitico desenvolvido é adequado ao proposito
desejado, é necessario submeter o mesmo a um processo de validacdo. Assim, a metodologia
selecionada foi validada através de um protocolo definido internacionalmente com a duracao
de 3 dias segundo os critérios de validacao da Bioanalytical Method Validation, Os parametros
estudados foram a seletividade, linearidade e modelo de calibracao, precisao e exatidao,
limites de detecao e quantificacao (83). Inicialmente serao descritos os reagentes e solucdes
utilizados, sistema cromatografico, condicdes cromatograficas e finalmente o processo de

validacao.

3.1. Reagentes e Condicoes
3.1.1. Reagentes e Padroes Analiticos

Os padroes analiticos cianidina, quercetina-3,4’-di-O-glicosideo e cianidina-3-0O-glicosideo
foram adquiridos a Extrasynthesis, Franca. Os restantes padrdes, nomeadamente, quercetina,
acido galico, acido p-coumarico, rutina, epicatequina e acido clorogénico, foram obtidos da

Sigma-Aldrich, Portugal.

Para a preparacao das fases moveis e restantes solucdes foi utilizado acetonitrilo (Carlo Erba,
Italia), e metanol (Fisher Scientific, Reino Unido). Todos os reagentes utilizados tiveram grau
de pureza HPLC. O acido trifluroacético (grau proé-analise) foi adquirido a Sigma-Aldrich,

Portugal.

3.1.2. Solucdes Padrao e Outras Solucoes

Foram preparadas de forma individual nove solucées padrao para os compostos cianidina,
cianidina-3-glicosideo, quercetina, acido galico, acido p-coumarico, rutina, epicatequina,
quercetina-3,4’-di-O-glicosideo e acido clorogénico em metanol, numa concentracao de 1
mg/mL. Estas solucbes padrdao foram mantidas em recipiente fechado em auséncia de luz e a
4° C até a sua utilizacao. No caso das solucdes de cianidina, quercetina-3,4’-di-O-glicosideo e
cianidina-3-0-glicosideo estas foram mantidas nas mesmas condicdes, mas a uma temperatura

de -20°C de forma a minimizar a degradacao destes compostos.
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Relativamente a fase movel, esta consistiu numa mistura de acetonitrilo (linha A) e 0,1% de
acido trifluoroacético em agua (Linha B). No caso da solucdo de acido trifluoroacético 0,1%,
para um balao de volumétrico foi pipetado um volume de 1 mL de acido trifluoroacético e
adicionado agua milli-Q até perfazer 1000 mL. Apds a preparacao das solucdes referidas as

mesmas foram desgaseificadas em banho ultrassénico durante 15 minutos.

3.1.3. Sistema cromatografico

Para a realizacao do processo de validacao e posterior analise de amostras foi utilizado um
sistema de HPLC, modelo 1290 da Agilent (Santa Clara, CA, EUA), estando equipado com um
detetor de fotodiodos modelo 1260 da mesma marca. Os compostos foram separados
recorrendo a uma coluna Eclipse Plus C18 (3,5um, 4,6x100mm) da Agilent Technologies

(Soquimica, Portugal)

3.1.4. Condicdes cromatograficas

Como referido anteriormente, a composicao da fase mével utilizada foi acetonitrilo (linha A)
e acido trifluoroacético 0,1% (linha B) e trabalhou-se a um fluxo de 0,5 mL/minuto. O tempo
total do procedimento cromatografico foi de 45 minutos, e foram utilizadas as seguintes
condicoes:
e Condicdes iniciais: 10% de A, mantidas até aos 3 minutos.
e Do minuto 3 ao minuto 15 utilizou-se 15% de fase movel (linha A).
e Do minuto 15 ao minuto 20 as condicbées foram mantidas constantes com uma
proporcao de 15% de fase movel da linha A.
e Do minuto 20 ao minuto 25 a proporcao de fase movel da linha A aumentou para 18%.
e Do minuto 25 ao minuto 40 utilizou-se 30% de fase movel de linha A.
e Finalmente, foi necessario um periodo de 5 minutos foi necessario para reequilibrar a
coluna, tempo apos o qual regressou-se as condicdes iniciais.
O volume de injecao utilizado foi de 20 pL, a temperatura do amostrador foi mantida a 4°C e
a da coluna foi de 35°C. Os comprimentos de onda utilizados foram 280 nm, 320 nm, 360 nm e

520 nm (comprimentos de onda maximo para cada um dos compostos em estudo).

3.2. Validacao do Procedimento Analitico

Como indicado anteriormente, antes de proceder a quantificacdo dos compostos fenoélicos nas
amostras de cerejas, o método descrito foi validado segundo critérios internacionais. Os
parametros estudados foram: seletividades, linearidade, limite de quantificacdo, precisdo e

exatidao.
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3.2.1. Seletividade

A seletividade define-se como a capacidade de um método analitico diferenciar e quantificar
o analito desejado na presenca de outros componentes da amostra. Por esse motivo um
conhecimento intrinseco da amostra é fundamental de forma a poder distinguir potenciais
interferentes do método a validar. Como se pretende a analise de mais de um analito, deve-

se garantir que os mesmos nao interferem mutuamente.

Assim sendo, foram injetados os padrdes puros, referidos anteriormente, para determinacao
do tempo de retencao e comprimento de onda ao qual a absorcao € maxima. Os picos obtidos
para cada um dos compostos encontram-se no anexo analogo, figuras 6 a 18 correspondendo a

concentracao de 100 pg/mL.

3.2.2. Curva de Calibracao

Define-se como a relacao entre a resposta do analito apds identificacdo perante uma
concentracao definida do mesmo. Para este estudo, conforme o protocolo, utilizado é
necessario um minimo de seis calibradores para além de uma amostra branco. Para além do
estudo da linearidade, foi estudado o limite de quantificacdo (LLOQ). Este parametro (do
inglés - Lower Limit of Quantification) corresponde a concentracao mais baixa na curva de
calibracao, sendo necessario que o pico correspondente seja identificavel, discreto, e

reprodutivel com uma precisao de 20% e exatiddao entre 80-120%.

Para a construcao da curva de calibracdo foram usados 6 calibradores distribuidos dentro do
intervalo 2 - 50 pyg/mL. Para além do estudo destas concentracdes, conforme o guia de
validacao utilizado, foram preparados e analisados 3 quality controls, em triplicado, para as
concentracoes 4, 15 e 40 pg/mL. A partir da regressao linear das areas obtidas, chegou-se as

curvas de calibracao que se podem encontrar na tabela 3.

Tabela 3: dados relativos a linearidade dos analitos em estudo.

Intervalo de Curva Calibragao ) LLOQ
r
Analitos linearidade m b (pg/mL)
. —-18,21
Acido galico 102,30 £+ 5,27 0,998+0,0017
+ 75,86
Acido p- —-270,85
258,27 + 2,23 0,996+0,0028
coumarico 2-50 1 87,54 2
pg/mL —14,97 pg/mL
Rutina 22,78 + 1,50 0,998+0,0031
+ 31,13
Acido —83,55
74,93 £ 3,29 0,995+0,0046
clorogénico + 18,42
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—14,87

Epicatequina 26,99 + 6,10 0,998+0,0003
+ 16,87
5,69
Cianidina 69,01 + 0,95 0,998+0,0019
+ 11,13
Quercetina-3- -7,73
4’-di-O- 9,43+ 2,75 +5,78 0,999+0,0014
glicosideo
Cianidina-3- —55,74
46,31 + 1,28 0,999+0,0013
O-glicosideo + 36,41
—81,25
Quercetina 4432+ 1,11 0,998+0,0017
+ 37,42

3.2.3. Exatidao e Precisao

A exatidao permite conhecer a proximidade da meédia dos resultados obtidos com a
concentracdo real do analito presente. E determinada replicando as quantificacdes de
amostras que contenham concentracoes definidas do analito. O erro médio relativo (ERM)
devera estar dentro de 15% do valor real, exceto no LLOQ, onde podera estar até 20% do valor

real. O desvio da média do valor real da concentracao serve como medida de exatidao.

A precisao, por outro lado, define a proximidade das medicdes individuais quando realizadas
repetidamente a aliquotas multiplas dum mesmo volume de matriz. No decorrer da validacao
foram estudadas a precisao intradia e a precisao interdia. A precisao intradia, ou
repetibilidade, representa o grau de concordancia entre resultados de medicoes sucessivas de
varias amostras efetuadas sob as mesmas condicoes (Ex: operador, dia, equipamento e
laboratério). Ja a avaliacdo da precisao interdia, ou reprodutibilidade, envolve a variacao de
certas condicdes previamente definidas, tais como: diferentes dias, analistas ou
equipamentos. A precisao é expressa habitualmente em termos de coeficiente de variacao
(CV; %). A precisao determinada nao deve exceder 15% do erro médio relativo, exceto no

LLOQ onde nao deve exceder os 20%.

Assim, para a analise da precisao intradia e exatidao, foram fortificadas amostras com todos
os analitos de estudo as concentracdes de 2, 15 e 40 pg/mL. Para cada uma das
concentracoes foram efetuadas seis réplicas, procedendo-se em seguida a extracdo e
avaliacdo da concordancia entre as medicées efetuadas no mesmo dia. Os resultados

encontram-se expressos na tabela 4.

Para a analise da precisao interdia e exatidao (n=3), foram preparadas e analisadas amostras
fortificadas com os analitos de estudo as concentracoes de 2; 5; 10; 20; 30 e 50 pg/mL. Os

resultados encontram-se expressos na tabela 4.
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0 conjunto de dados obtido permite garantir que as quantificacdes realizadas com o método,
dentro do intervalo estipulado sao precisas e exatas, sendo um dos fundamentos do processo

de validacao.

Tabela 4: resultados da quantificacdo a partir de calibradores padrao, média dos triplicados.

Concentraca Concentragao Desvio
Composto o (ug /mL;; calculada Padrao CV (%) ERM (%)
(ug/mL)
2 1,60 0,06 3,75 -20,15
5 5,12 0,1 1,95 2,37
Precisio 10 10,29 0,17 1,65 2,86
Interdia 20 20,37 0,45 2,21 1,86
Acido galico 30 29,42 1,45 4,93 1,94
50 50,06 0,53 1,06 0,13
N 2 1,61 0,09 5,59 -19,57
Precisdo 15 16,37 0,78 4,76 9,11
Intradia
40 37,78 1,82 4,82 -5,54
2 2,29 0,05 2,18 14,31
5 5,48 0,26 4,74 9,59
Precisio 10 10,07 0,16 1,59 0,74
. Interdia 20 19,86 0,05 0,25 -0,68
Acido p- 30 27,65 0,19 0,69 7,83
coumarico
50 50,91 0,62 1,22 1,82
N 2 1,46 0,32 18,18 -26,98
Precisdo 15 16,04 0,36 2,24 6,95
Intradia
40 42,91 1,02 2,38 7,28
2 1,56 0,06 3,23 -22,21
5 5,36 0,2 3,73 7,30
Precisio 10 10,15 0,04 0,39 1,46
Interdia 20 20,25 0,07 0,35 1,24
Rutina 30 30,04 0,08 0,27 0,12
50 50,34 0,57 1,13 0,68
N 2 1,82 0,12 6,59 -9,07
Precisdo 15 15,78 0,43 2.72 5,23
Intradia
40 39,37 1,32 3,35 1,58
2 2,33 0,05 2,15 16,48
5 5,65 0,34 6,02 12,9
Precisio 10 10,33 0,07 0,68 3,26
Interdia 20 19,63 0,14 0,71 1,87
Acido clorogénico 30 27,06 0,28 1,03 -9,80
50 51,24 0,73 1,42 2,47
N 2 1,63 0,12 7,36 18,46
Precisdo 15 15,57 0,45 2,89 3,78
Intradia
40 39,38 2,05 5,21 1,54
. . Precisdo 2 2,27 0,02 0,88 13,74
Epicatequina .
Interdia 5 5,69 0,1 1,76 13,87
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10 10,08 0,31 3,08 0,76
20 19,07 0,07 0,37 -4,66
30 29,02 0,04 0,14 -3,28
50 50,87 0,53 1,04 1,73
N 2 2,11 0,18 8,53 5,44
Precisdo 15 14,67 1,43 9,75 -2,20
Intradia
40 36,25 1,12 3,09 9,37
2 1,86 0,07 3,76 -6,91
5 5,00 0,25 5,00 0,06
Precisao 10 10,01 0,49 4,90 0,08
Interdia 20 18,84 2,73 14,49 -5,81
Cianidina 30 28,31 1,6 5,65 5,63
50 48,42 3,32 6,86 3,16
N 2 1,95 0,02 1,03 2,31
Precisdo 15 14,37 0,77 5,36 -4,23
Intradia
40 41,35 2,01 4,86 3,38
2 2,27 0,31 13,66 13,74
5 5,69 0,48 8,44 13,87
Precisao 10 10,08 0,77 7,64 0,76
' | Interdia 20 19,07 1,22 6,40 -4,66
Quercetina-3-4'- 30 29,02 0,96 3,31 3,28
di-O-glicosideo
50 50,87 0,72 1,42 1,73
N 2 2,05 0,08 3,90 2,47
Precisdo 15 16,76 2,4 14,32 -6,50
Intradia
40 41,37 2,85 6,89 7,26
2 2,27 0,34 14,98 13,74
5 5,69 0,23 4,04 13,87
Precisdo 10 10,08 0,17 1,69 0,76
o Interdia 20 19,07 0,73 3,83 -4,66
Cianidina-3-0- 30 29,02 0,6 2,07 3,28
glicosideo
50 50,87 0,43 0,85 1,73
N 2 1,68 0,15 8,93 -15,80
Precisdo 15 14,68 0,6 4,09 2,14
Intradia
40 42,19 1,27 3,01 5,49
2 2,21 0,2 9,05 10,57
5 5,44 0,11 2,02 8,75
Precisao 10 9,97 0,14 1,40 -0,34
Interdia 20 19,59 0,07 0,36 -2,03
Quercetina 30 29,23 0,42 1,44 -2,55
50 50,65 0,28 0,55 1,31
N 2 2,23 0,1 4,48 11,32
Precisdo 15 15,25 0,83 5,44 1,66
Intradia
40 42,13 1,81 4,30 5,32

29



4. Digestao in vitro

O processo digestivo in vitro seguiu uma metodologia descrita na bibliografia com algumas
adaptacdes (47,51). Foram preparados fluidos para simular o efeito fisioldgico da saliva,
fluido gastrico, duodenal e biliar na digestao, usando as quantidades indicadas na tabela 5.
Foram pesadas as quantidades referidas, individualmente, sendo reservadas as mesmas até ao
momento de preparacao das solucdes, para garantir a manutencao das condicées e qualidade
das mesmas. Todos os reagentes foram mantidos em condicées ideais de armazenamento,

isolados, até a realizacdo das experiéncias.

Tabela 5: quantidades pesadas para preparacao dos fluidos digestivos.

SALIVA GASTRICO DUODENAL BiLIS
Constituinte Quantidade Constituinte Quantidade Constituinte Quantidade Constituinte Quantidade
KCl 896 mg NaCL 2752,21 mg NaCl 7012 mg NaCl 5259 mg
KSCN 200 mg NaH,PO, 266,4 mg NaHCO, 3388 mg NaHCO, 5785,01 mg
Inorgénico NaH,PO, 888 mg KCl 824,32 mg KH,PO, 80 mg KCl 376,32 mg
NaSO, 570 mg CaCl,.2H,0 399,6 mg KCl 564,48 mg HCL 37% 0,150 mL
NaCL 298,01 mg NHaCl 306 mg MgCl, 50 mg
NaHCo; 1694 mg HCL 37% 6,5 mL HCL 37% 0,180 mL
Ureia 200 mg Glucose 650 mg Ureia 100 mg Ureia 250 mg
Organico Ac. Glucurénico 20 mg
Ureia 85 mg
Alfa-amilase 290 mg BSA 1g CaCl,.2H,0 199,8 mg CaCl,.2H,0 222 mg
Mucina 25 mg Pepsina 2,5¢g BSA 1g BSA 1,8¢g
Adicionar
Acido Grico 15 mg Mucina 3g Pancreatina 9¢ Bile 30g
Lipase 1,5¢
pH 6,8 1,3 8,1 8,2

1 g do extrato resultante do fruto liofilizado foi dissolvido em 10 mL de agua desionizada.
Esta quantidade corresponde aproximadamente a 6 g de fruta fresca. Adicionaram-se 6 mL de
fluido salivar simulado, incubando a 37° C durante 5 minutos e com agitacao orbital de 90
rpm. O pH deste fluido foi verificado, encontrando-se o mesmo a 6,8. No final deste
procedimento foi recolhida uma aliquota para posterior analise. De seguida foram adicionados
12 mL de fluido gastrico simulado, incubando-se durante 2 horas a 37° C com agitacao
constante em agitador orbital, 90 rpm. Procedeu-se a medicao do pH, situando-se este em
1,3. No final do processo digestivo gastrico (apds 120 minutos) foi recolhida uma aliquota
para posterior analise. Posteriormente, foram adicionados 12 mL de fluido duodenal
simulado, juntamente com 6 mL de fluido biliar simulado e 2 mL de solugao bicarbonato de
sodio 1 M, mantendo-se a mesma temperatura e agitacao. Verificou-se o pH, encontrando-se
este a 8,2. Apos 120 minutos, no final do procedimento experimental, foi recolhida uma

aliquota para posterior analise. O volume de cada uma das aliquotas recolhidas foi de 1 mL.
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Todas as aliquotas foram colocadas em gelo imediatamente apods a recolha, sendo de seguida
congeladas a -80° C, durante um minimo de 30 minutos e entdo sonicadas (Transsonic 460/H,
Elma, Suica) a 4° C, em banho de gelo, durante 30 minutos. Posteriormente foram
centrifugadas durante 10 minutos a 10000 rpm (Hettich, Mikro 200R). Estes passos permitem
parar a atividade enzimatica e facilitar a separacao dos componentes, bem como purificar a
amostra. Foi entao recolhido o sobrenadante, que foi filtrado em filtro de poro 0,22 um de
acetato de celulose (VWR International, Portugal) e de seguida sujeito a quantificacao pelo

procedimento cromatografico anteriormente descrito.

As experiéncias foram realizadas em quadruplicado, em passos consecutivos. Apresenta-se na

figura 19 de forma esquematizada o procedimento realizado.

1. Dissolugdode 1g
de extrato em 10 mL

_— de dgua MQ; T~

10. Centrifugagdo a 10000 2. Adicdo de 6 mL de
rpm durante 10 minutos. Fluido Simulado Salivar;

/ N\

9. Sonicagdo das amostras,
durante 30 minutos, em 3. Recolha de aliquota;
banho de gelo;

8. Congelagdo das 4. Adigdo de 12 mL
aliquotas a -802 C, de Fluido Simulado
durante 30 minutos; Gastrico;
7. Recolha de aliquotas; 5. Recolha de liquotas;

— 6. Adigdo de Fluido
Simulado Duodenal, Biliar
e solugdo bicarbonato
1m;

Figura 19: apresentacao esquematica do modelo experimental digestivo in vitro.

5. Quantificacdo e Caracterizacao Através de HPLC-DAD

5.1. Otimizacdo do Processo de Diluicio do Extrato Prévio a

Quantificacao dos Compostos Fendlicos em Amostras de Cereja

A quantificacao inicial do extrato do fruto de Prunus avium L., antes da adicao de qualquer
fluido digestivo, foi feita a partir da pesagem de 0,5 g de extrato puro. Esta quantidade foi
dissolvida em 10 mL de metanol e posteriormente filtrada com filtro de poro 0,22 um de
acetato de celulose (VWR International, Portugal). Posteriormente, foram feitas diversas

diluicdes permitindo encontrar a diluicao mais favoravel para a identificacao e quantificacao
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dos compostos em estudo no extrato inicial e no extrato digerido. As amostras foram diluidas

e preparadas em vials de acordo com as quantidades referidas na tabela 6.

Tabela 6: diluicoes efetuadas para a realizacao da analise.

Identificacao Diluicdes
E1 1:25
E2 1:12,5
E3 1:6,25
E4 1:3,125

O procedimento de quantificacao foi realizado para as 6 variedades (tendo a variedade Saco

duas colheitas distintas, 2015 e 2017) de cerejas em estudo, sem qualquer alteracao.

As amostras resultantes do processo digestivo simulado nao requereram qualquer

processamento adicional, tendo sido injetadas apés a filtracao.
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lll. Resultados e Discussao

1. Preparacao do extrato de Prunus avium L.

1.1. Liofilizacao do Fruto de Prunus avium L.

Foi determinado o rendimento da liofilizacao pela comparacao do peso em fresco e do peso
liofilizado, permitindo assim determinar a percentagem de agua perdida, conforme a equacao
2. A liofilizacao apenas foi executada pelo autor na variedade Saco 2017, sendo que nas
restantes variedades o fruto foi obtido ja liofilizado, resultado do trabalho de M. B. Catalao
(12), apresentando-se os rendimentos médios obtidos. Os resultados encontram-se na tabela
7. Na figura 20, encontra-se um exemplo do fruto ja liofilizado e na figura 21 um exemplo do

fruto fresco.

Tabela 7: rendimento da liofilizacao das diferentes variedades.

Variedade Rendimento
Saco 2017 18,39 %
Saco 2015 28,19%
Primulat 19,77%
Brooks 22,53%
Earlise 13,21%
Summit 21,20%
Sweetheart 27,13%

Figura 20: fruto de Prunus avium L., liofilizado, Figura 21: fruto de Prunus avium L. fresco,
variedade desconhecida. CC BY-SA 3.0,

variedade Primulat. Benjamint444.

1.2. Extracao Metanolica do Fruto Liofilizado.

O fruto liofilizado foi sujeito a um processo de extracao sendo pesado nos varios momentos
do processo e o rendimento da extracao foi de seguida calculado de acordo com a equacao 3.
O rendimento da extracdo permite determinar a eficacia do processo. Esta determinacao
parte do pressuposto que o extrato se encontra completamente isento de agua, para poder

ser comparado com a fruta liofilizada. No entanto, a experiéncia demonstrou que a total
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secagem do extrato, com recurso a liofilizador, implica uma modificacao significativa das suas
caracteristicas organoléticas, tornando-se dificil a sua posterior manipulacao. Assim admite-
se a possibilidade de existéncia de alguma agua residual nos extratos obtidos, sendo que nas
condicées de secagem utilizadas em evaporador rotativo a uma temperatura de 35° C,
escolhida para evitar a degradacdo das antocianinas e antocianidinas, seria dificil a

evaporacao total da agua residual. Os rendimentos obtidos encontram-se na tabela 8.

Tabela 8: rendimento da extracao de 6 variedades de cereja oriundas do Fundao.

Variedade Rendimento
Saco 2017 93,89 %
Saco 2015 93,65 %
Primulat 97,59 %
Summit 85,10 %
Earlise 78,35 %
Sweetheart 98,56 %
Brooks 96,98 %

Na figura 22 pode observar-se o aspeto do extrato produzido, para a variedade Saco, a titulo
de exemplo, e na figura 23 o aspeto inicial duma cereja liofilizada imersa no solvente de
extracdo. Apos este procedimento, a cereja perde grande parte da sua coloracao

caracteristica, ficando com uma cor rosa palida.

TR
N " -

Figura 22: 0,5 g de extrato do fruto da variedade Figura 23: cereja antes do inicio da extracao.

Saco.

2. Caracterizacao dos Compostos Fenélicos dos Extratos

2.1.  Selecao dos Compostos Fenolicos usados como padrao

Foi selecionado um conjunto de nove compostos fendlicos, que de acordo com a bibliografia
existente, parecem estar presentes nas cerejas. Pretendeu-se ainda selecionar compostos que
possam representar metabolitos provenientes dos compostos fendlicos apds a digestao, como
compostos fendlicos simples, antocianinas e antocianidinas. O objetivo seria obter um

conjunto razoavelmente representativo e que permitisse uma extrapolacdo plausivel dos
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resultados. Compreender a forma como diferentes classes de compostos fendlicos respondem
perante as alteracdes bioquimicas no meio digestivo permite compreender melhor a
bioacessibilidade e a biodisponibilidade destes compostos e entender o seu potencial real na

saude humana.

Assim, com base nestes pressupostos, os compostos fenolicos escolhidos foram a
epicatequina, rutina, acido clorogénico, acido p-coumarico, cianidina-3-0-glicosideo,
quercetina-3,4’-di-O-glicosideo e acido galico (3,5,9,84). Imagens elucidativas destes

compostos encontram-se na figura 24.
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HO

Cianidina-3-0-glicosideo Quercetina-3,4’-di-O-glicosideo
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HO OH
OH
Acido galico
Figura 24: estrutura quimica dos compostos fenélicos estudados. Adaptado (15). CC BY-AS 3-0, Pancrat,

Yikrazuul.

Tal como ja foi referido, de forma a compreender a eficacia do processo de digestao in vitro,
foi ainda necessario encontrar provaveis metabolitos de compostos presentes nas cerejas,
que, de forma previsivel, indiguem a extensao do processo de metabolizacao. Deste modo, a
cianidina e a quercetina, derivando de compostos glicosideos (54), mostram-se adequados

para o objetivo pretendido, estando representadas na figura 25 (85).

oH OH
OH OH
®
HO (@) \\\\\
AN
=
OH
OH o OH
Quercetina Cianidina

Figura 25: estrutura quimica dos padrdes selecionados. Adaptado (15).

2.2. Caracterizacao do Extrato de Seis Variedades de Cerejas do Fundao

Foi selecionada a diluicao de extrato mais apropriada para quantificacao, conforme descrito
anteriormente, que a experiéncia mostrou corresponder ao quantificador E3 (1:6,25).
Segundo o protocolo anteriormente descrito, (ll. 2. Extracdo a partir do fruto liofilizado),
procedeu-se a extracao dos compostos fendlicos para cada uma das variedades de cereja em
estudo. Para cada uma destas variedades foram realizadas trés réplicas. Os resultados
apresentados nas tabelas 9 a 15 correspondem as médias dessas quantificacoes e apresentam-
se em miligramas de composto por 100 gramas de fruta fresca. Foi preparado um grafico para

cada uma das tabelas, auxiliando visualmente a ordem de grandeza das quantificacdes.

A titulo exemplificativo, na figura 26, mostra-se o aspeto dos extratos obtidos para as
diferentes variedades de cereja das solucées mae obtidas da dissolucao de 0,5 g de extrato

puro em 10 mL de metanol, para estas variedades.
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Figura 26: aspeto das solucdes mae de 0,05 g/mL, da esquerda para a direita: Sweetheart, Earlise,
Summit, Primulat, Brooks, Saco 2015, Saco 2017.

Primulat
Tabela 9: identificacao e quantificacdo de compostos fenolicos para a variedade Primulat. Valores
expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacdo
Quercetina Nao detetado 160
T 7. 132,07
Ac. galico 0,55 + 0,04 P
O
H ;. &0 120
Ac. p-coumarico 2,77 + 0,03 &
£ 100
Rutina 4,52 + 0,19 2
w80
Ac. clorogénico 2,78 + 0,02 é "
. . (4
Epicatequina 2,14 + 0,16 g 4
=
Cianidina-3-0- 20 12,23
fcosid 12,23 + 0,79 000 055 27 % 277 214 = 000
icosideo 0 = .
g &@ %\c ‘0{\(‘0 \$(<o .{\\bo &Qfo 0).%\ .&'o Q\’;\
. . . ~ e » a
Cianidina Nao detetado SNV S T A e A
N S Q,o 8 (é}\b & < N
Quercetina-3-4’-di-O- ¥ ¥ &

, 132,07 + 7,51
glicosideo

Summit
Tabela 10: identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Summit. Valores
expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacdo 50,000 .
" = 45,000 ‘
Quercetina Nao detetado ez
§ 40,000
Ac. galico 0,46 + 0,00 € 35,000
<
« e g
Ac. p-coumarico 2,49 + 0,01 g 000
W 25,000
Rutina 4,13 + 0,21 ; 20,000
Ac. clorogénico 3.13 0,06 g 1,00
(V)
£ 10,000
Epicatequina 2,65 + 0,09 5000 oy 045 2% 4: ¥ 265 o o
Cianidina-3-0- 3545010 O . o ..
, + , é&\ "b\\c "o‘\(l \ié\ . &(, \-\,\0 0‘% _&c 0'%
i 7 & y & o<« 3 > TS
glicosideo & Q»“°° ,ﬁé&é"f C@g Oi_%,»b
Cianidina N&o detetado W v &
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Quercetina-3-4’-di-0O-

glicosideo

43,54 £ 1,32

Tabela 11: identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Earlise. Valores

expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacdo
Quercetina Nao detetado
Ac. galico 0,27 + 0,01
Ac. p-coumarico 1,40 + 0,01
Rutina 3,17 + 0,02
Ac. clorogénico 2,16 + 0,03
Epicatequina 0,79 + 0,00
Cianidina-3-0-
, 1,81 £ 0,02
glicosideo
Cianidina Nao detetado
Quercetina-3-4’-di-0O-
, 3,67+ 0,12
glicosideo

Tabela 12: identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Sweetheart. Valores

MG POR 100 G DE FRUTA FRESCA

Sweetheart

4 3,67
3,5 3,17

3
2,5 2,16

=
2 1,81
=
1,40

1,5 —

1 0,79
05 0,27

0,00 = 0,00
0
2 o o 2 O < N S A
PO Y SR & ¥ &

& ¢ o"@ € &P Oé\ 3

N . N
[ ¥ Q,(, & ‘é?\(( I ?’,b«

o W &
¥ &

expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacdo
Quercetina Nao detetado
Ac. galico 0,61 + 0,00
Ac. p-coumarico 3,50 + 0,00
Rutina 7,56 + 0,38
Ac. clorogénico 3,94 + 0,07
Epicatequina 4,43 + 0,29
Cianidina-3-0-
, 4,76 + 0,13
glicosideo
Cianidina Nao detetado
Quercetina-3-4’-di-0O-
, 28,31 + 4,89
glicosideo
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Tabela 13: identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Brooks. Valores

expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacdo
Quercetina Nao detetado
Ac. galico 0,54 + 0,01
Ac. p-coumarico 2,91+ 0,02
Rutina 5,20 + 0,15
Ac. clorogénico 3,30 + 0,03
Epicatequina 3,63+0,14
Cianidina-3-0-
, 4,43 + 0,06
glicosideo
Cianidina Nao detetado
Quercetina-3-4’-di-0O-
, 64,59 + 1,13
glicosideo

MG POR 100 G DE FRUTA FRESCA

Saco 2015

Tabela 14: identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Saco 2015. Valores

70 64,59
T
60
50
40
30
20
10 201 5,20 3,30 3,63 443
0,00 0,54 - = 0,00
o —_
«° K (\('o & &\\(’0 \\,\Q'o 0‘2}\ 6\(\?’ Q%\
& ® & & & > N
< 7 @ >
SE W (5’\) & & & < »
& Q S < o
3 W &
¥ &

expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacao
Quercetina Nao detetado
Ac. galico 0,81 + 0,02
Ac. p-coumarico 3,70 £ 0,03
Rutina 9,13 + 0,80
Ac. clorogénico 8,52 + 0,20
Epicatequina 3,31 +0,18
Cianidina-3-0-
, 4,40 + 0,07
glicosideo
Cianidina Nao detetado
Quercetina-3-4’-di-0O-
, 40,30 + 1,87
glicosideo
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Saco 2017

Tabela 15: identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Saco 2017. Valores

expressos em miligramas por 100 gramas de fruta fresca. Grafico ilustrativo da mesma tabela.

Composto Quantificacdo
Quercetina Nao detetado 30
Ac. galico 0,51 £ 0,01 e M
Ac. p-coumarico 2,28 + 0,01 £ 2 =t
=
Rutina 10,66 + 0,07 g
& 15
Ac. clorogénico 2,95 + 0,10 = 10,66
= 10 =
Epicatequina 1,51 £ 0,15 e
g 2,95
Cianidina-3-0- ’ o MREY
22,03 + 0,74 0,00 2 = — 0,00
glicosideo 0 =
\'_\(\b <,D\\(’° P /b(\"o (,\Q/D v\(lc & & \é\ &
Cianidina N&o detetado &8s & & o &
o & 2 < & SN
¢ < W © el
Quercetina-3-4’-di-O- 2461+ 0.42 W ¥ o
) i )
glicosideo

Conforme referido, todos os dados sao apresentados em mg por g de fruta fresca. Apesar das
amostras de Primulat, Brooks, Summit, Earlise, Sweetheart e Saco 2015 terem sido obtidas
na forma liofilizada, foram utilizados os dados de M. B. Catalao (12) para a conversao dos
resultados a fruta fresca. Para estas seis variedades, verifica-se a auséncia de quercetina e
cianidina, o que é compativel com a bibliografia, embora exista pelo menos um estudo que
identifica quantidades vestigiais de cianidina (84). A figura 27, abaixo, permite uma

comparacao rapida entre as variedades em estudo, para cada um dos compostos analisados.
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Figura 27: comparacao para cada composto das seis variedades em estudo. Valores em mg por 100 g de

fruta fresca. Desvio padrao omitido para simplificacao.

A quantidade de quercetina-3-4’-di-O-glicosideo, um flavonol incolor, € um dos compostos
cuja quantidade mais varia, desde os 3,67+0,12 mg por 100 g de fruto fresco da variedade
Earlise até aos 132,07+7,51 mg por 100 g de fruto fresco da variedade Primulat. E este o
composto que apresenta maior quantidade. Também a cianidina-3-O-glicosideo varia
consideravelmente entre as variedades. Este composto, uma antocianina, uma das mais

frequentes em cerejas, apresenta maior teor na variedade Saco 2017 e menor em Earlise. O
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trabalho de M. B. Catalao (12), tendo quantificado o teor de fenois totais nas mesmas
variedades, verificou que também a variedade Earlise apresenta o menor teor nestes
compostos, tendo apurado a variedade Saco colheita tardia como tendo o maior teor em
fenois. Como o nosso estudo incidiu sobre tipo particulares de compostos fenélicos, e nao
sobre fenodis totais, uma comparacdo direta ndo pode ser realizada, no entanto, podemos
afirmar, como referido, que a variedade que apresentou menores teores dos compostos

estudados foi a Earlise, sendo os resultados concordantes (8,18,49).

A rutina, o acido clorogénico e o acido p-coumarico sao compostos comuns e na bibliografia
encontram-se varios exemplos de estudos que incidem sobre estes compostos. As variedades
de cereja do Fundao nao tém sido alvo de estudos similares, no entanto foi possivel comparar
a variedade Primulat, relativamente ao teor de rutina, acido clorogénico e epicatequina,

relativamente ao trabalho de V. Usenik et al. (7).

No estudo desenvolvido. foi possivel verificar que as quantidades de rutina, epicatequina e
acido clorogénico determinadas foram de 4,52+0,19, 2,14+0,16 e 2,78+0,02 mg por 100
gramas de fruta fresca, respetivamente, vs. as quantidades obtidas por Usenik et al. que
foram de 2,81+0,43, 4,51:0,00 e 0,60+0,06. E notério que nas variedades de cerejas
produzidas na regiao do Fundao as quantidades destes compostos sao consideravelmente mais

elevadas.

Ballistreri et al. (9) quantificaram o teor de acido clorogénico da variedade Sweetheart,
sendo este valor foi de 1,46+0,10 mg por 100 g de fruta fresca e no nosso trabalho a

quantidade foi de 3,94 + 0,07 mg por 100 de fruta fresca para a mesma variedade.

Um outro trabalho, publicado por A. T. Serra et al. (5), estudou os compostos epicatequina,
acido clorogénico, rutina e cianidina-3-0-glicosideo para as variedades Saco e Summit, entre
outras. Para facilitar a leitura e comparacao dos mesmos, foi elaborada a seguinte tabela
(tabela 16), abaixo. Verifica-se que também neste estudo a variedade Saco apresenta maior
teor de compostos fendlicos. No entanto, ndo é possivel realizar comparacdes diretas em
virtude das diferentes condicées experimentais e diferentes amostras. As cerejas do estudo

referido foram também obtidas da Cova da Beira em junho de 2008.

Tabela 16: comparacao entre os resultados obtidos e bibliografia publicada. Todos os valores expressos

em mg por 100 g de fruta liofilizada.

A.T. Serra et al.
R. Ramos (mg/100 g de
Variedade Composto (mg/100 g de fruta
fruta liofilizada)

liofilizada)
Epicatequina 8,20+0,81 9,4
Saco 2017
Acido clorogénico 16,07+0,51 8,7
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Rutina 57,97+0,36 26,6
Cianidina-3-0-
. 119,84+4,05 55,6
glicosideo
Epicatequina 12,45+0,44 0,1
Acido clorogénico 14,69+0,27 1,9
Summit Rutina 19,41+1,00 7,8
Cianidina-3-0-
. 16,63+0,46 2,9
glicosideo

A bibliografia existente permitiu verificar que os compostos fendlicos das diferentes
variedades de cereja da regiao Cova da Beira apresentam ordens de grandeza similares ao

referido em trabalhos prévios.

Comparando em particular as variedades Saco 2015 e Saco 2017, cujo grafico compilado
deixamos abaixo para mais facil compreensao, na figura 28, verifica-se que a quantidade de
compostos fendlicos é similar entre as diferentes colheitas, com a excecao da cianidina-3-O-

glicosideo e da quercetina-3-4’-di-0O-glicosideo.

45 40,30

<
S 40 I
2
& 35
< 30 24,61
5 22,03
225 - =
w 20
o 15 10,66 g 13 852
S 10 3,70 = 2,95 == 3,31 4,40
S , , ;
€ 5 000 0,00 0,51 0,81 228 > Ls1 _ 0,00 0,00
g o — =
s N N

< <& & & & R 0% & o

é? ° & S & & 2 & S
W ¥ & & & & o 8
& S & & o o
‘DR ¥ « &
R ¥ i~

2017 m2015

Figura 28: comparacao direta entre as variedades Saco, colheita de 2017 e de 2015.

A principal diferenca reside na cianidina-3-0-glicosideo, cuja quantidade é sensivelmente 4
vezes menor para a colheira de 2015, para cerejas que apresentam caracteristicas
organoléticas, nomeadamente a cor, bastante semelhantes. Verifica-se que as antocianinas
sao compostos extremamente sensiveis, podendo ser danificadas por temperaturas elevadas
(superiores a 37° C), ou exposicdo prolongada a luz. Embora as experiéncias tenham sido
realizadas em condicdes ideais, o autor nao pode garantir que a cereja liofilizada a que teve
acesso para extracao da variedade Saco 2015, tenha sido sempre mantida em tais condicées,
podendo este facto explicar a notavel discrepancia de valores neste composto. Os demais

compostos apresentam variacées dentro do expectavel.
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3. Caracterizacdao dos Compostos Fendlicos Apo6s Processo

Digestivo

3.1. Avaliacao Global do Processo Digestivo

O processo digestivo simulado foi aplicado apenas no extrato da variedade Saco, colheita de
2017, tendo sido escolhido ndo apenas pela disponibilidade da amostra, mas por constituir

uma espécie caracteristica da regiao.

As solucoes digestivas simuladas, de acordo com as especificacbes referidas, foram
preparadas no dia da analise, mediante a mistura da fracdo organica e inorganica, sendo
mantidas em frio, 4° C, até ao inicio da experiéncia. Apenas momentos antes foram
individualmente aquecidas até 37° C. Nas figuras seguintes, 29 a 32, é possivel visualizar as
solucdes preparadas.

F N -— - -

=

Figura 29: fluido Figura 30: fluido Figura 31: fluido Figura 32: fluido
simulado salivar. simulado gastrico. simulado duodenal. simulado biliar.

O procedimento digestivo realizado em quadruplicado e de forma consecutiva permitiu uma
primeira analise as caracteristicas do extrato e suas modificacdes enquanto sujeito ao
mesmo. Como referido, a digestdo € um processo fisiologicamente agressivo, sendo dificil
replicar todas as condicionantes em estudos in vitro. Nas figuras seguintes, figuras 33 a 36,
apresentam-se imagens relativas as diferentes etapas do processo digestivo do extrato da
variedade Saco, colheita de 2017.

Figura 33: aspeto final do extrato dissolvido apdés Figura 34: aspeto do extrato dissolvido apos adicao
digestao gastrica. do fluido duodenal.
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Figura 35: aspeto do extrato dissolvido apds adicdo Figura 36: aspeto final do extrato dissolvido apos

da solucao bicarbonato 1M. digestao intestinal.

Foram recolhidas aliquotas de 1 mL durante a totalidade do processo (um total de 12
amostras para analise). Na figura 37, observamos o aspeto de 3 aliquotas recolhidas
correspondendo ao momento final de cada uma das etapas do processo digestivo. E notoria a
diferenca na coloracao, podendo esta ser indicativa de alguma transformacao quimica e/ou

enzimatica.

Figura 37: aspeto de cada um dos extratos apds cada uma das etapas do processo de digestdo. No
lado esquerdo, final da digestdo salivar, ao centro, final da digestdo gastrica e a direita, final da

digestao intestinal.

3.2. Quantificacao dos Compostos Fendlicos no Extrato Apds o Processo

Digestivo in vitro
3.2.1. Experiéncia 1 - Recolha Temporal de Aliquotas

Num primeiro ensaio, tentou-se utilizar um método sistematico de recolha de aliquotas. Esta
experiéncia foi feita em quadruplicado, recorrendo a um banho termostatizado de agua e
com agitacao unilateral fixa a 50 rpm. Esta agitacdo verificou-se manifestamente
insuficiente, no entanto, velocidades superiores poderiam incorrer em risco de entrada da
agua do banho para o copo onde se encontrava a amostra. Assim, para cada um dos
momentos digestivos foram recolhidas diversas aliquotas, em momentos previamente
definidos, conforme indicado na tabela 17. Nos graficos da figura 38, os momentos

encontram-se com a identificacao referida aqui.
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Tabela 17: momentos de recolha de aliquotas durante o processo digestivo in vitro.

Fase Digestiva Identificacado Tempo de Recolha

1 0 min
2 0,5 min

. 3 1 min

Saliva
4 2 min
5 3,5 min
6 5 min
7 0 min
8 15 min
9 30 min
Gastrica
10 60 min
11 90 min
12 120 min
13 0 min
14 15 min
15 30 min
Intestinal

16 60 min
17 90 min
18 120 min

Como dificuldade adicional, refere-se a incapacidade em garantir que a temperatura se
mantivesse nos 37° C estabelecidos. Além disso, o facto de ser necessario recolher aliquotas
em periodos curtos de tempo, para posterior quantificacao por HPLC-DAD, poderia induzir
erros, nomeadamente a nivel da pipetagem. Desta forma, procedeu-se a recolha de um
volume de 250 pL de extrato, que foi congelado, sonicado e centrifugado conforme indicado

anteriormente antes de ser analisado cromatograficamente.

Outras das dificuldades reside no facto de uma quantidade tao pequena nao poder ser
filtrada, acarretando o perigo de saturar a coluna cromatografica. A nao filtracao da amostra,
por outro lado, da origem a um cromatograma de dificil caracterizacao, principalmente em

amostras complexas como esta.

O intuito deste ensaio foi analisar individualmente cada um dos passos do processo digestivo,
de forma ndo consecutiva. Isto €, num primeiro momento, analisou-se apenas a evolucdo dos
compostos durante a digestao salivar, sendo interrompido ai o procedimento. Depois, noutro
ensaio, realizou-se a digestao salivar, seguida pela digestao gastrica, sendo ai quantificada e
finalmente num terceiro momento executa-se a digestdo salivar, gastrica e de seguida a
intestinal, quantificando-se nesse momento esta ultima. Os resultados desta experiéncia
encontram-se descritos nos graficos da figura 38. De realcar que para alguns dos compostos

em estudo a concentracao encontra-se abaixo do LLOQ, particularmente na fase intestinal,
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onde a diluicdo é maior, sendo por isso impossivel a sua quantificacdo. Particularmente
nestes casos, a sobreposicdo e multiplicidade de picos ja referida prejudica grandemente a
possibilidade de quantificacdo e caracterizacdo, podendo ser este o principal responsavel
pela dificuldade na identificacdo. A figura 39 corresponde a sobreposicao dos graficos da

figura 38, facilitando a comparacao.
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Ac. Clorogénico
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Figura 38: graficos correspondentes a quantificacdo versus tempo de cada um dos compostos em estudo,
barra vertical indicativa do desvio padrdo. Todas as quantificacées encontram-se expressas em

miligramas por 100 gramas de fruta fresca.
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Figura 39: comparacao entre os diversos compostos; desvio padrao e etiqueta de dados omitida para

simplificacao.

De uma forma geral, verificamos que o desvio padrdao é significativo em muitas das
determinacdes, ressalvando-se que estas correspondem a média dos quadruplicados
executados. Como consequéncia, os coeficientes de variacao estdo frequentemente acima dos
15% recomendados. A interpretacdo destes dados passa pelos motivos ja referidos, que
levaram a que os resultados obtidos tenham algum grau de variabilidade, implicando que a

precisao dos resultados possa ser reduzida.

Ainda assim, com base nos resultados obtidos, podemos constatar que as principais alteracoes
nas quantificacées se verificam nos momentos em que houve adicao de um novo fluido
digestivo, sendo a alteracdo temporal a partir desse momento praticamente depreciavel.
Constatou-se que a maioria dos compostos fenodlicos é resistente ao processo digestivo, com a
excecao dos glicosideos em estudo, a cianidina-3-0-glicosideo e quercetina-3,4’-di-O-
glicosideo cuja degradacao é evidente e demonstrada pelos resultados obtidos. Também a
rutina (quercetina-3-0-rutinésido), outro glicosideo, diminui em menor extensdo. Seria de
esperar que a degradacao destes compostos originasse um aumento na concentracao de
cianidina e quercetina, no entanto, estes valores nao aumentaram de forma proporcional a
diminuicdo dos derivados glicosilados. E de supor que sejam originados outros metabolitos,
ndo correspondendo as estruturas da cianidina e quercetina. Outros compostos, como o acido
clorogénico ou a rutina, diminuem durante o procedimento experimental. Nao foi possivel
realizar a quantificacdo de epicatequina e do acido galico devido ao facto de estes se

encontrarem em quantidades inferiores ao LLOQ estabelecido em 2 pg/mL.

Outros compostos, como a quercetina, a cianidina ou o acido p-coumarico aumentam no
decorrer do processo digestivo. E expectavel que compostos como a rutina, a cianidina-3-0-
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glicosideo e a quercetina-3,4’-di-O-glicosideo, ao serem degradados durante o processo
digestivo, possam ter como metabolitos a cianidina ou a quercetina, sendo esta a explicacao

mais plausivel para o achado.

3.2.2. Experiéncia 2 - Recolha de Aliquotas Final ao Processo Digestivo

Tendo em conta os resultados apresentados na “Experiéncia 1”, optou-se por repetir os
ensaios, recorrendo ao protocolo definido na Parte Il, “Procedimento Experimental”.
Destarte, recorreu-se a um agitador orbital, a 90 rpm, 37° C, em ambiente fechado e
controlado. O motivo pelo qual ndo se utilizou este agitador na primeira experiéncia foi
devido ao facto de sua interrupcao de funcionamento, para recolha de aliquota ou adicdo de
fluido, demorar mais de 15 segundos a retomar a operacao. Sendo os tempos de recolha tao
proximos, particularmente na fase salivar, tal impediria a correta agitacao da solucdo e
dificultaria a manutencao da temperatura adequada dentro do agitador orbital. Outra
modificacdo importante foi a recolha de uma aliquota apenas, no final de cada fase digestiva,
com um volume de 1 mL, sendo colocada em gelo de imediato e congelada a -80° C tao rapido
quanto possivel. Consideramos que o facto de este ser um volume filtravel permitiu
caracterizar e quantificar de forma adequada os compostos em estudo. Apresentam-se os
resultados obtidos para cada composto nos graficos da figura 40. Na figura 41 mostra-se a

sobreposicao dos graficos obtidos para facilitar a comparacao dos dados.
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Figura 40: graficos correspondentes a quantificacao versus tempo de cada um dos compostos em estudo,
barra vertical indicativa do desvio padrao. Todas as quantificacbes eencontrams-e experessas em
miligramas por 100 gramas de fruta fresca.
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Figura 41: comparacao entre os diversos compostos; desvio padrao e etiqueta de dados omitida para
simplificacao.
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Para uma parte destes compostos, nomeadamente para a quercetina, acido galico ou acido p-
coumarico verifica-se um aumento durante o procedimento. E possivel que estes sejam
libertados de outros compostos eventualmente degradados durante a digestao. No caso da
epicatequina a quantidade aumenta cerca de seis vezes entre a primeira e a ultima fase

digestiva.

Outros compostos, porém, diminuem durante o processo digestivo, nomeadamente a rutina e
particularmente a cianidina-3-0-glicosideo e a quercetina-3-4’di-O-glicosideo, sendo a
degradacdo durante o processo digestivo evidente e expectavel, ja que a ligacao entre o
glicosideo e o composto é quimicamente mais instavel. Por outro lado, seria possivel uma
degradacao destes compostos em cianidina e quercetina. Para o primeiro ndo é possivel
retirar conclusdes ja que as concentracdes obtidas se encontram por baixo do valor de LLOQ
estabelecido, pelo que o método ndo é valido para a sua quantificacdo. Relativamente a
quercetina, regista-se um aumento da concentracdo desta, ndo sendo proporcional a
diminuicdo de rutina e quercetina-3-4’di-O-glicosideo, sendo este Ultimo o composto com
maior quantidade. A rutina, sendo um rutinosido da quercetina, também diminui durante o
procedimento, provavelmente devido ao mesmo motivo. O aumento da quantidade de
quercetina pode também derivar deste composto. A epicatequina, ndo tendo sido
quantificada na “Experiéncia 1”, demonstra agora uma um aumento consideravel durante a

fase intestinal, resultando provavelmente da degradacao dum outro composto.

Os resultados obtidos nesta segunda experiéncia, com as alteracées referidas face ao primeiro
conjunto de ensaios, mostraram-se precisos, tendo em conta a analise do desvio padrao e
respetivo coeficiente de variacdo, mantido sempre abaixo de 15%. Como referido, a evolucao
concentracao/tempo durante cada uma das fases digestivas é praticamente depreciavel,
motivo pelo qual se pode realizar uma quantificacdo apenas no final de cada momento
digestivo. Apesar de considerar que os resultados da “Experiéncia 2” sdo mais precisos e
fiaveis, verifica-se que sdo concordantes com os obtidos na “Experiéncia 1”, motivo pelo qual
os Ultimos foram incluidos neste trabalho. A realizacdo desta primeira experiéncia permitiu
demonstrar que a variacdao temporal da quantidade calculada dentro duma dada fase
digestiva é praticamente desprezavel, pelo que se pode realizar a “Experiéncia 2”, com as

condicdes descritas.

Relativamente a bibliografia existente foi encontrado apenas um trabalho envolvendo um
processo digestivo simulado para previsao da biodisponibilidade do fruto de Prunus avium L.,
por M. Fazzari et al. (66) recorrendo a uma modificacao do trabalho de Gil-l1zquierdo et al.
(49). Os autores do trabalho, através de membranas dialisaveis, métodos fotocolorimétricos e
HPLC-DAD, avaliaram a diferenca de compostos entre os dois lados da membrana. No entanto,

0 objetivo do trabalho nao pretendia quantificar a evolucao das concentracdes durante o
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processo digestivo, motivo pelo que nao foi possivel realizar comparacdes e retirar

conclusoes.

4. Conclusées e Perspetivas Futuras

A realizacdo deste trabalho permitiu desenvolver um método analitico baseado na
cromatografia liquida acoplada a um detetor de fotodiodos para a identificacao e
quantificacdo de compostos fenolicos em amostras de cereja. O método desenvolvido
apresentou linearidade no intervalo de concentracées de 2-5 pg/mL com um R? superior a
0,99 para todos os compostos, sendo o limite de quantificacao de 2 pg/mL. Tendo em conta
os critérios de aceitacdo das normas de validacdo utilizadas, este método mostrou ser
seletivo, sensivel, exato e preciso, uma vez que todos os parametros estudados se

encontravam dentro dos valores estabelecidos.

Um modelo digestivo simulado permitiu auxiliar a caracterizacdo do que sucede aos
compostos fenolicos quando sujeitos as agressivas condicoes do processo digestivo. Verifica-se
que, de forma geral, o teor de compostos fendlicos mantém-se inalterado durante o processo
digestivo, com excecao dos glicosideos que sofrem significativa degradacao durante este
processo. Inferimos que estes compostos sao resistentes a este processo e considera-se que

ficam entao disponiveis para absorcao.

Apesar de a bioacessibilidade ser frequentemente esquecida, particularmente no ramo das
ciéncias farmacéuticas, em detrimento da biodisponibilidade, este conceito tem um enorme
relevo em estudos focados na nutricao. A sua caracterizacao permite compreender qual a real

quantidade disponivel para ser absorvida.

Foi possivel, ainda, caracterizar seis variedades diferentes de cereja, todas oriundas da
regiao do Fundao: Saco, colheita de 2015 e 2017, Primulat, Summit, Brooks, Earlise e
Sweetheart. Com base nos resultados obtidos, podemos afirmar que a variedade Primulat
apresenta a maior quantidade de compostos fendlicos no geral, e a variedade Earlise a
menor. Embora esta comparacao nao fosse o escopo inicial deste trabalho, acreditamos que a
sua adicao veio enriquecer o conhecimento existente sobre o fruto de Prunus avium L. e
sobre a cereja do Fundao em particular, reconhecida pela sua elevadissima qualidade e valor

de mercado.

Por outro lado, foi também possivel, para a variedade Saco, caracterizar e comparar o
extrato obtido de duas colheitas diferentes, 2015 e 2017, concluindo-se que, de forma geral,
o teor de compostos fenolicos € similar. Importante excecdo apenas para a cianidina-3-0-
glicosideo, exibindo muito menor quantidade na colheita de 2015. No entanto, uma possivel
explicacdo para o achado pode residir na labilidade das antocianinas com uma elevada

sensibilidade quimica, enzimatica e ambiental. Estes compostos, glicosilados, degradam-se
52



acima de 37° C, e erros na extracao ou conservacao podem prejudicar grandemente a
quantidade de antocianidinas, como a cianina, ou antocianinas como a cianidina-3-0O-

glicosideo.

Num momento em que a preocupacao com a alimentacao atinge niveis sem precedentes,
nomeadamente com o consumo de antioxidantes e frutos ricos nestes compostos, este tipo de
estudos assume uma particular relevancia e interesse. A cereja do Fundao assume um papel
de destaque no mercado nacional e internacional, e os estudos que se tém vindo a realizar
sdo provas cientificas disso mesmo. Este estudo devera ser continuado com uma avaliacao in
vitro da biodisponibilidade dos compostos que agora se provou serem bioacessiveis, e
portanto, disponiveis para absor¢cao. Como tal é sugerido a continuacdo deste estudo a nivel
celular, nomeadamente com o uso de células Caco-2. Por outro lado, uma comparacao
sistematica anual entre as diversas variedades duma mesma colheita, através da aplicacao
anual da metodologia aqui descrita, podera constituir um trabalho interessante a médio
prazo, nomeadamente através do estudo causal entre as condicbes meteorologicas e
ambientais de um determinado ano e as quantificacdes obtidas a nivel de compostos
fenolicos, permitindo compreender a influéncia do ambiente neste importante conjunto de

compostos.

53



54



Capitulo 2 - Relatério de Estagio em

Farmacia Comunitaria

1. Introducao

Para a conclusdo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, na Universidade da Beira
Interior, é pedido ao aluno a preparacao duma dissertacao que devera conter um relatério
dos estagios realizados e uma monografia propriamente dita. Neste Capitulo encontra-se um
resumo da larga experiéncia adquirida na Farmacia Moderna, muito mais abrangente do que
quaisquer palavras possam mostrar, e que se realizou de 23 de janeiro de 2017 a 7 de abril de
2017. Tentou utilizar-se uma estrutura légica, com um encadeamento e ordem sequencial e

que reflete de facto a experiéncia obtida.

Assim, o presente relatério comeca com uma muito importante contextualizacdo fisica da
Farmacia Moderna, e da localidade onde se encontra inserida, a Vila do Tortosendo. E
descrito o espaco, os meios (materiais e humanos) e outros aspetos importantes. De seguida &
descrito o medicamento, pedra basilar da Pratica Farmacéutica, com uma série de definicoes
e sistemas de classificacao adequados. Posteriormente entra-se no segmento relacionado com
o “Circuito do Medicamento”, descrevendo-se os processos relacionados com a entrada e
saida de medicamentos, culminando, naturalmente, com a dispensa de medicacao e todas as
consideracodes relativas a mesma. Foi assumida uma posicao critica construtiva, nao relativa a
farmacia onde foi realizado o Estagio, mas sim ao atual sistema e legislacdo de dispensa de
medicacao e seus tramites. Os pontos seguintes deste relatorio remetem para outros cuidados
de salde prestados na FM, servicos disponiveis, preparacao de manipulados, outrora
considerados como Pratica Farmacéutica de exceléncia e hoje praticamente em desuso, e por

fim aspetos relacionados com a gestao e contabilidade.

Os aspetos sao narrados de forma impessoal, sem que isso comprometa a autenticidade da
experiéncia vivida e apenas por uma questao de uniformidade em toda a dissertacao. Quando
possivel, foi tentado categorizar e descrever as situacoes rotineiras, evitando cair em
explicacoes passo a passo desnecessariamente eruditas. Foram incluidos alguns exemplos,

sempre que possivel.

A farmacia é, sempre foi, e devera continuar a ser, um centro de promogcao, manutencao e
recuperacdo de Salude de exceléncia. E muitas vezes o primeiro e o Ultimo local onde o
utente se dirige em caso de doenca. O papel transversal da farmacia € impar em comparacao
com qualquer outro estabelecimento de salde. A figura do Farmacéutico como profissional

maximo da farmacia, é por este motivo merecedora do maior respeito, seja pelo grau de
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exigéncia que lhe é pedido ou pela responsabilidade inerente ao cargo, que muitos tentaram
diminuir ao longo dos anos. E dever dos alunos, dos profissionais, dos Professores
(fundamentais para a qualidade dos nossos Farmacéuticos), das Associacées de Estudantes e
do legislador lutar para que esta nobre Profissao tenha o respeito e a dignidade que merece,

combatendo as dificuldades pelas quais as farmacias atravessam.

2. Caracterizacao e Contextualizacdao da Farmacia Moderna

2.1. A Vila de Tortosendo - Localidade Pos-industrial

Para uma melhor compreensao dos processos e realidades deparadas durante o estagio, é

fundamental conhecer a localidade onde se encontra a Farmacia Moderna.

A vila do Tortosendo, elevada a essa condicao em 1927, celebra no corrente ano de 2017 o
seu 90° aniversario, coincidindo esta data com o aniversario da instalacao da rede elétrica.
Podendo passar por qualquer outra localidade limitrofe a um centro urbano de maior
dimensao e poderio econémico - a Covilha - o Tortosendo assumiu no Ultimo século um papel

vital e de extraordinaria importancia para a economia local.

Apesar de ser uma vila jovem, em funcao de possuir residentes que optaram por aqui fixar
residéncia em funcdo da proximidade dos centros urbanos, a verdade é que, a par com o
resto do interior, a populacdo idosa tem vindo a aumentar consideravelmente, sendo dificil
atualmente para os lares da regidao dar resposta ao crescente niumero de pedidos. Centrada
numa localizacao nobre, precisamente no centro desta Vila, como descrito abaixo, a Farmacia
Moderna impde-se com uma farmacia com um portefdolio de utentes bem estabelecido,
verificando-se que a esmagadora maioria dos atendimentos e dispensas sao realizadas a

utentes registados e assiduos desta farmacia.

O apogeu do século passado relativo a industria dos lanificios leva a que hoje o Tortosendo
seja uma vila com uma elevada percentagem de idosos que usufruem do Fundo Especial de
Seguranca Social para o Pessoal dos Lanificios. Este facto tem uma efetiva repercussao no
quotidiano da farmacia. Infelizmente, por forca de pensbes baixas e algum desemprego, os
Farmacéuticos na FM tém de possuir algum tato para as questdes sociais inerentes. Esta
sensibilidade estende-se a atribuicdo de crédito aos utentes conhecidos da FM, ajudando a
garantir que nenhum utente fica sem a medicacao necessaria. Assim, decorrente deste
contexto, verifica-se uma distribuicdo heterogénea no fluxo de utentes ao longo més, com
picos no inicio do més e em particular a partir do dia 10, dia em que sdo entregues as

reformas da Seguranca Social.

Este contexto socioeconomico e cultural acaba por definir o tipo de dispensas e de utentes

que frequentam a FM, sendo o dia-a-dia nesta farmacia previsivelmente diferente do que sera
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uma farmacia num centro comercial, num local de passagem ou ainda proximo de um
hospital. E uma farmacia verdadeiramente moderna, e que preserva a proximidade do
atendimento ao utente que remanesce das velhas farmacias do século passado, de que

também a Farmacia Moderna, com os seus 80 anos de histéria, € um grande exemplo.

2.2. A Farmacia Moderna - Historia e Espaco Fisico

A Farmacia Moderna é uma farmacia localizada no coracao da Vila de Tortosendo, justamente
na sua praca mais emblematica - a Praca da Liberdade. Foi fundada em 1936 e nos largos anos
de vida que ja conta foi sendo atualizada e renovada para se tornar no espaco comodo,

acolhedor, profissional e contemporaneo que hoje é.

A FM foi renovada em 2012, passando dum espaco mais pequeno, fechado e ladeado por
balcbes para um espaco dentro do conceito de open space, tendo atualmente 3 balcbes de
atendimento na sala destinada aos utentes com uma area de 43 m?, onde os artigos de saude,
dermocosmética, capilares, puericultura, podologia e sexualidade estao expostos por seccoes
ordenadas e bem estabelecidas. Dentro duma mesma seccao os artigos encontram-se

ordenados por marcas e/ou linhas comerciais, de forma arrumada e limpa.

Imediatamente atras dos postos de atendimento, localizados de frente para a porta de
entrada, encontra-se uma variedade de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica e
também um conjunto apreciavel de suplementos alimentares. Os produtos encontram-se
maioritariamente arrumados de acordo com a patologia/sintomatologia a que se destinam, e
dentro duma mesma prateleira os produtos encontram-se ordenados de forma a melhor gerir
o stock dos mesmos, nomeadamente recorrendo ao principio “First In, First Out”. Na sala de
atendimento encontra-se, ao centro, uma gondola onde se localizam produtos de interesse
sazonal, dependendo da estacdo do ano, celebracdao ou promocao ocasional. A titulo de
exemplo, durante a época natalicia podemos encontrar packs de perfume, cremes ou outros
produtos, enquanto que no final de janeiro, em funcdo da época de exames escolares,
posicionam-se suplementos destinados a estudantes e a fadiga mental. Ainda é possivel
encontrar um aparelho de medicao de pressao arterial, peso e altura. Existem algumas
cadeiras para conforto dos utentes e uma pequena mesa encostada onde se encontra alguma
literatura infopublicitaria disponivel para os utentes e algumas coOpias da revista Sauda, da

Associacao Nacional das Farmacias.

Diretamente adjacente a Sala de Atendimento ao Publico encontra-se o Gabinete de
Atendimento Personalizado, onde se encontra o equipamento de medicao de colesterol,
triglicéridos, glicémia, o dispositivo de medicao da pressdao arterial e uma balanca de
composicao corporal. Existe material disponivel para prestacao de cuidados de primeiros

socorros € o material de suporte basico de vida que a legislacao obriga a ter disponivel na
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farmacia, em funcdo da administracdo de injetaveis, outro dos servicos farmacéuticos
oferecidos pela FM, descrito adiante. Encontra-se uma pequena mesa e duas cadeiras e um
cadeirdo reclinavel de utilizacdo multipla. E neste espaco, também, onde se pode efetuar um
atendimento privado, nomeadamente caso o utente peca para mostrar algum sinal visivel

para obter Aconselhamento Farmacéutico.

Imediatamente a direita dos balcdes, fora da area acessivel ao plblico, existe um corredor,
ladeado por sistemas de arrumacao manual de medicacao, em gavetas, onde de um lado se
encontram organizados os medicamentos genéricos, por ordem alfabética de principio ativo,
alguns dos medicamentos para utilizacao exclusiva na diabetes, as pomadas medicamentosas
e algum stock diverso. No lado oposto estao patentes os medicamentos de marca, seguindo a
mesma ldégica de arrumacao e também solucdes, suspensdes, ampolas e pos. Dentro de cada
gaveta segue-se a ordem alfabética. Por norma, para um determinado medicamento, as
dosagens encontram-se juntas, sendo necessaria alguma atencao por parte do Farmacéutico
ou Técnico que esta a efetuar a dispensa. Noutros casos, particularmente quando existe uma
semelhanca consideravel entre as dosagens ou nUmero de unidades dum mesmo
medicamento, estas podem encontrar-se separadas. Um caso notavel é do medicamento
Egostar®, disponivel com 3 comprimidos ou apenas 1. As embalagens tém dimensao e

caracteristicas idénticas, excetuando, naturalmente, a indicacdo da quantidade.

No fundo da area de arrumacado da medicacao esta a zona de rececao de encomendas, que
conta com uma bancada, gavetas de arrumacdo de receituario, arquivos de faturacao e
equipamento informatico. Este espaco tem uma area de 19mZ. E nesta zona que se processam
as rececoes, gestao de devolucobes, regularizacao de devolucdes, controlo e monitorizacao de
validades e conferéncia de receituario. Encontra-se também uma camara frigorifica, onde se

armazenam os produtos que dependem de refrigeracao.

Anexo a esta area esta o laboratorio de preparacao de manipulados, o gabinete de gestao e

contabilidade, com 6 m? e a casa de banho, com aproximadamente 3 mZ.

No laboratorio de preparacdao de manipulados, com uma area de 2 m?, encontram-se 0s
excipientes e reagentes necessarios para as diversas necessidades, nomeadamente a
preparacdo extemporanea de suspensdes, pomadas ou solucées conforme requerido pelo
utente ou médico prescritor. De acordo com a lei vigente é necessario ter disponivel em

permanéncia material e matéria prima adequadas. Este topico sera discutido posteriormente.

No escritério encontram-se registos de faturacao e diversos equipamentos. Nesta area € onde
se realizam as encomendas diarias aos fornecedores da FM. E aqui também que o Sr. José
Manuel Campos, gerente e contabilista certificado da farmacia, lida com todos os assuntos

inerentes a sua formacao financeira e contabilistica.
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2.3. Recursos Humanos, Equipamentos, Suporte Informatico e Material

Cientifico Disponivel na Farmacia Moderna

A Farmacia Moderna conta atualmente com sete colaboradores. A Dra. Maria Octavia Monteiro
Vaz, Diretora Técnica da mesma desde 1961, O Dr. Fernando Campos, Farmacéutico Adjunto
Substituto, a Dra. Andreia Abrantes, a Dra. Vania Neves, Farmacéuticas Adjuntas, o Sr. Joao
Alves, Técnico de Farmacia, o Sr. José Manuel Campos, contabilista certificado, e a D. Altina,
responsavel pela limpeza. A equipa goza duma relacao interpessoal estupenda e o ambiente
na farmacia é calmo e descontraido. Todos os colaboradores estao devidamente identificados
com cartdes onde consta 0 nhome e o cargo do mesmo. Naturalmente sao tidas em conta as
diferentes funcdes e responsabilidade de cada um, conforme estabelecido no manual “Boas

Praticas Farmacéuticas para a Farmacia Comunitaria”(86).

Relativamente aos deveres do Diretor Técnico, a legislacdo portuguesa, no Decreto-Lei
307/2007, artigo 21° prevé que este devera, entre outros aspetos, assumir a responsabilidade
pelos atos farmacéuticos praticados na farmacia, promover um uso racional da medicacéo
dispensada, garantir as condicées de fornecimento de medicacao e as proprias condicées da
farmacia, zelar pelo cumprimento dos principios e normas deontologicas afetas a Profissao
Farmacéutica e assegurar o respeito pela legislacdo em vigor. Na Farmacia Moderna, todos os

colaboradores tém presentes os deveres e responsabilidade para com os utentes (87).

A FM utiliza como sistema integrado de gestao o software concebido pela Associacao Nacional
das Farmacias e pela Glintt, o SIFARMA 2000, que é utilizado pela esmagadora maioria das
farmacias a nivel nacional. Com este software, o Farmacéutico tem a seu abasto um registo
continuo das vendas anteriores realizadas a determinado utente, registo das medicdes
relacionadas com o mesmo e dados relativos ao seguimento farmacoterapéutico. Este sistema
consegue, de forma integrada e numa Unica aplicacdo, gerir as encomendas, stocks,
validades, entradas, vendas e devolucdes. Disponibiliza informacao cientifica atualizada e
completa sobre cada um dos medicamentos existentes, a posologia, composicao, efeitos
adversos, precaucodes, excipientes, e outros dados relevantes ao aconselhamento

farmacéutico.

O software SIFARMA 2000 permite a criacao de contas de utilizador individuais, permitindo
associar as vendas e demais acdes a um utilizador concreto. Também é possivel limitar a acao
de cada um de estes a determinadas operacoes e registos. Este programa consegue de forma
integrada fazer o balanco de caixa e controlar o caixeiro automatico que a FM dispde, um

aparelho que recebe e guarda o numerario e faz o troco de forma simples e automatizada.

A nivel de gestdao, o software fornece informacao crucial de vendas, compras, stocks,

validades, precos e outros. Tal constitui uma ferramenta valiosa aquando da hora da
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realizacao das encomendas e reposicao de stocks. O sistema é interligado com os principais
fornecedores disponiveis em Portugal, o que permite que as compras sejam feitas de forma
automatica sem sequer sair do balcdo de atendimento. No entanto este aspeto sera

explicitado adiante, no ponto “Entrada no Circuito do Medicamento na Farmacia Moderna”.

Como pedido na legislacao, DL n° 307/007, alterado pelo DL n°® 171/2012, Deliberacao
41/CD/2009, qualquer farmacia comunitaria deve ter disponivel fontes cientificas
estabelecidas no momento da dispensa de medicamentos, em particular a Farmacopeia
Portuguesa, IX Edicao, em formato papel, online, ou eletronico, desde que proveniente de
website reconhecido pelo INFARMED. Na FM, encontra-se também alguma bibliografia
recomendada, nomeadamente o “Formulario Galénico Nacional”, Formulario Galénico
Portugués”, “Manual de Medicamentos N&ao Prescritos”, “Direito Farmacéutico”, “Index
Merck”, “Dicionario de Termos Médicos”, “indice Nacional Terapéutico” entre outros manuais
relevantes. O “Manual de Boas Praticas”, editado pela Ordem dos Farmacéuticos refere ainda
o Prontuario Terapéutico e o Resumo das Caracteristicas do Medicamento como fontes
obrigatdrias de informacdo na dispensa. A FM tem ainda presente, em local proéprio e
identificado, um Livro de Reclamacdes, como previsto no DL 307/2007, alterado pelo DL
n°171/2012; DL n° 156/2005 e pela Portaria n°® 896/2008 (87-90).

O Farmacéutico tem o dever de manter-se atualizado. A Pratica Farmacéutica implica um
estudo e dedicacao continuos, nao apenas pela responsabilidade inerente no aconselhamento
e contacto com o utente, mas também pela complexidade intrinseca ao medicamento e a

constante atualizacdo do prontuario e aparecimento de novas substancias.

Encontram-se também algumas fontes de caracter periddico, como a “Revista da Ordem dos
Farmacéuticos”, a revista “Salda” da ANF, a “Farmacéutico News” e a “Farmacia

Distribuicao”.

3. Medicamentos e demais Produtos de Saude

3.1. Definicoes e Nomenclaturas

Para um adequado exercicio da Profissdo, e embora este aspeto seja frequentemente
ignorado pelos utentes, uma adequada utilizacao da nomenclatura e definicoes existentes é
crucial para a reducao de erros na dispensa e na prestacao de um servico eximio, coerente,

responsavel e competente a populacao.

O Decreto Lei n° 176/2006 inclui, no artigo 3°, um conjunto de definicbes fundamentais para
o Profissional de Farmacia. Nesse sentido consideramos relevante, como minimo, incluir no
presente relatério as seguintes defini¢cdes, adaptadas, para facilitar a leitura e compreensao
(91).
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Considera-se “acondicionamento primario” o envase que se encontra em direto contacto com
o medicamento, nomeadamente o blister ou frasco. “Acondicionamento secundario” define a
“embalagem exterior onde o acondicionamento primario é colocado”. “Denominacao comum”
€ a designacao comum internacional adotada pela Organizacdo Mundial de Salde para as
substancias ativas presentes em medicamentos. Esta “ndo pode ser objeto de registo de
marca ou home”. Conhecemos “distribuicao por grosso” como a atividade de fornecimento de
medicamentos a farmacias, servicos médicos e outras unidades de saude, excluindo o servico

ao publico geral.

A “dosagem” refere-se ao “teor de substancia ativa”, ou seja, a quantidade de substancia
ativa em cada “unidade de administracao” ou por unidade de volume ou peso, dependendo da
“forma farmacéutica”, que se define como o estado final que as substancias ativas
apresentam depois de submetidas as operacoes farmacéuticas adequadas. A maioria das
“formas farmacéuticas” compreende a mistura entre substancia ativa e excipiente, que no
referido diploma consta como “qualquer componente do medicamento, que ndo a substancia

ativa e o material da embalagem”.

E considerada “medicamento” a “substancia ou associacdo de substancias apresentada como
possuindo propriedades curativas ou preventivas de doencas”, passivel de administracao a
seres humanos e que possa ter uma utilizacdo no diagnostico médico e que exercendo “acdo
farmacolégica, imunologica ou metabolica” restaura, corrija ou modifique funcoes
fisiolégicas. O mesmo conceito € aplicado a “medicamentos a base de plantas”, quando as
substancias ativas do mesmo sejam exclusivamente derivadas de plantas. O “medicamento
genérico” é o medicamento com a “mesma composicdo qualitativa e quantitativa em
substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o medicamento

de referéncia tenha sido demonstrada”.

A “substancia ativa” € a porcao farmacoldgica do medicamento, que “quando utilizada no seu
fabrico, se torna um principio ativo desse medicamento, destinado a exercer uma acao
farmacolégica, imunoldgica ou metabdlica com vista a restaurar, corrigir ou modificar funcoes

fisiologicas ou a estabelecer um diagnostico médico”.

3.2. Sistemas de Classificacao Utilizados em Farmacia Comunitaria

No que diz respeito a forma como os medicamentos sao arrumados na Farmacia Moderna, esta
ja foi descrita em ponto anterior. No entanto, a classificacao nao se limita a este aspeto. Os
medicamentos, e em particular as substancias ativas, sdao passiveis de se categorizar, de

forma a facilitar o seu estudo, conhecimento, procura, ou, naturalmente, arrumacao.
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3.2.1. Classificacdo Farmacoterapéutica

No prontuario terapéutico online, do INFARMED, é possivel encontrar os principios ativos
agrupados por sistema ou grupo patologico a que se destinam, por exemplo “aparelho
cardiovascular” ou “medicamentos usados em afecées cutaneas”. Este sistema de
classificacao pode ser considerado demasiado simplista, nha medida em que uma grande
quantidade de farmacos possui varias utilizacoes e pode por esse motivo ser encontrado em
varias categorias, dependendo inclusive da forma farmacéutica em que é utilizado. Ainda
assim, é provavelmente a forma mais logica de coordenar o ensino dos mesmos, permitindo
uma associacdo concreta entre farmaco e patologia. Este sistema € conhecido por
classificacao farmacoterapéutica e é baseado, de forma simplificada, no sistema de

classificacdo ATC (Anatomical Therapeutical Chemical).

3.2.2. Sistema de Classificacao ATC (Anatomical Therapeutical Chemical)

Este sistema de classificacdo funciona de forma estruturada e extremamente bem
categorizada. A cada medicamento corresponde apenas um codigo ATC. Se uma substancia
ativa existir em mais de uma dosagem ou via de administracdo pode ter mesmo cddigos

diferentes.

No sistema de classificacdo ATC ha uma divisdo basilar, similar a classificacao
farmacoterapéutica, de acordo com o 6rgao ou sistema onde se pretende que o medicamento
atue. Depois o farmaco é subdividido, num total de 5 niveis, sendo que cada nivel é
identificado com um numero ou letra. O 1° nivel corresponde entao aos 14 grupos principais,
grupos anatomicos, sendo o 2° nivel referente ao subgrupo terapéutico, e o 3° é
complementar deste, correspondendo ao subgrupo farmacologico, informando sobre o
mecanismo de acdao de forma muito geral. O 4° nivel remete para a estrutura quimica do
grupo de farmacos e o ultimo nivel completa a classificacdo, correspondendo a substancia

quimica.

A titulo de exemplo deixamos a classificacao ATC do lisinopril:
C - Sistema Cardiovascular

C09 - Agentes ativos no sistema renina angiotensina

CO9A - Inibidores da enzima de conversao da angiotensina
CO9AA - Inibidores da enzima de conversao da angiotensina
CO09AAQ3 - Lisinopril
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4, Entrada no Circuito do Medicamento na Farmacia Moderna

4.1. Realizacao de Encomendas

A esmagadora maioria das encomendas é realizada de forma integrada pelo programa
SIFARMA, requerendo apenas a aprovacao do gestor da farmacia, com base nos valores
definidos como stock maximo e minimo no proprio programa. A partir do momento da
realizacao da encomenda, esta segue os canais habituais, sendo entregue em horarios pré-
acordados com a Farmacia Moderna. Verifica-se que a FM trabalha maioritariamente com dois
distribuidores grossistas. De um destes, por usufruir de elevada proximidade geografica,
recebe mesmo encomendas 4 vezes por dia, de manha, depois do almoco, meio da tarde e
fim da tarde. Com o outro principal fornecedor recebe apenas encomendas de manha e
depois do almoco. Numa base diaria recebem-se encomendas de outros fornecedores,
nomeadamente diretamente de laboratdrios, dermocosmética e outro tipo de acessorios.
Conseguimos distinguir varios tipos de encomendas, conforme a situacdo em que nos

encontramos.

a) Encomenda diaria;
Corresponde a encomenda realizada, geralmente, no final da manha e no final do dia com o

intuito de restabelecer os stocks dos medicamentos dispensados ao longo do dia.

b) Encomenda instantanea;
E a encomenda passivel de ser realizada pelo operador diretamente no balcdo de
atendimento, sendo mesmo possivel indicar ao utente a disponibilidade e a data e hora
previstas de chegada. A comunicacdo entre o SIFARMA 2000 e os distribuidores é feita online,
sem que seja necessario contacto humano ou qualquer tipo de confirmacao. Através deste
meio é possivel encomendar qualquer quantidade que seja necessaria. A encomenda sera

depois entregue pelo circuito normal de distribuicao.

c) Encomenda Via Verde;
Para determinados tipos de produtos, nomeadamente aqueles que estao sob elevada pressao
do mercado, com elevada rotatividade, e que cumulativamente sejam muito importantes
para a manutencao da salude do utente, existe um canal especifico de encomenda, a
encomenda Via Verde, que permite racionalizar o gasto de medicamentos e garante a
distribuicdo dos mesmos a todas as farmacias que os necessitem de forma a nenhum utente
ficar sem o mesmo. A encomenda esta limitada a 2 unidades de cada vez e tem de estar
obrigatoriamente associada a uma receita médica. A entrega é depois realizada pelos canais
normais. Um exemplo dum medicamento sujeito a este mecanismo de controlo é o Lovenox®

80 mg/0,8mL, injetavel subcutaneo (enoxaparina sodica) (92).
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d) Encomenda manual;
Se determinada encomenda for feita diretamente através do telefone, o que pode acontecer
quando tentamos encontrar um produto menos frequente ou que nao tenha cédigo ANF, entao
ndo ficara diretamente registada através do SIFARMA 2000. Aquando da rececdo esta
encomenda tera um codigo interno diferente e tera de ser criada manualmente antes de se

proceder a sua rececao, de forma manual, como sera descrito adiante.

4.2. Rececao de Encomendas

Independentemente do tipo de encomenda que foi realizada, a rececao da mesma é sempre
feita na area ja descrita para o efeito. Uma das gavetas do armario inferior a bancada de
trabalho tem uma especial funcao de suporte onde se coloca a caixa que se esta a rececionar.
Em primeiro lugar, é necessario reconhecer o tipo de entrada que se esta a realizar.
Geralmente as encomendas sao feitas diretamente pelo SIFARMA, e nesse caso é atribuido um
numero interno que é enviado ao fornecedor e que consta na fatura. Assim basta encontrar o
numero interno e rececionar a encomenda em questdo. Para cada rececdo é necessario deixar
o nimero de guia de transporte, a data e a hora. E fundamental verificar a existéncia de
produtos de frio, que devem ser armazenados de imediato na cadmara frigorifica existente na
area. De seguida introduzem-se os produtos presentes na caixa, atentando sempre a uma
série de aspetos, nomeadamente o estado geral do acondicionamento secundario, a
quantidade de embalagens, o prazo de validade e o preco impresso na cartonagem. De
seguida os produtos sdao deixados no balcao de forma ordenada, juntando os artigos idénticos
para facilitar a posterior arrumacao. A rececao termina com a verificacao do preco faturado e
verificacao do preco de venda ao publico (nos produtos marcados in situ). O total liquido
faturado tem de ser idéntico ao indicado pelo programa, garantindo assim que os precos
introduzidos estdo corretos. De seguida termina-se a rececdo, transferindo os artigos nao
entregues para outro fornecedor, de forma a poderem ser incluidos pelo gestor da farmacia
na proxima encomenda diaria. Posteriormente, procede-se a impressao das etiquetas, que
devem ser colocadas em todos os medicamentos nao sujeitos e receita médica e todos os
restantes produtos de salde, acessorios e demais que nao medicamentos sujeitos a receita
médica. O programa questiona ainda se o utilizador pretende enviar a informacao relativa aos
medicamentos em falta para o INFARMED. O envio desta informacdo oferece ao referido
instituto uma percecao real das faltas de medicamentos a nivel nacional. Por fim pede-se um
numero de registo de rececao de benzodiazepinas e psicotropicos/estupefacientes, quando os

ha, e é automaticamente utilizado o nimero de fatura da encomenda.

Para as encomendas que nao sejam instantaneas ou diarias ha, no entanto, algumas nuances
de realce. Para a encomenda Via Verde, por exemplo, além da diferenca na quantidade
passivel de ser encomendada, verifica-se ainda que depois da rececdo propriamente dita é

necessaria uma segunda confirmacao da quantidade recebida em comparacdao com a
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quantidade encomendada. Esta informacao é depois armazenada internamente. Para as
encomendas manuais, realizadas por telefone ou outros meios de comunicacao, nao sendo
realizadas pelo SIFARMA, nado tém, como referido, um numero interno. Por esse motivo nao
ficam disponiveis para imediata rececao. Nestes casos, € necessario aceder a ‘“gestao de
encomendas” a partir do menu principal da aplicacao e de seguida criar uma nova encomenda
manual, onde se insere o fornecedor, hora e data de entrega. A partir daqui introduzem-se os
elementos recebidos, podendo passar os mesmos de imediato como se faria numa rececao
normal, ou em alternativa introduzir os codigos de forma individual. Posteriormente aprova-
se a encomenda manual e de seguida clicando em “enviar” somos confrontados com a opcao
entre enviar para o “fornecedor” ou enviar “para papel”. Para este tipo de encomendas
selecionamos a segunda opcao. Assim a encomenda ja estara disponivel no menu de rececao.

Aqui ja so sera necessario proceder como indicado para as encomendas ditas “normais”.

4.3. Armazenamento e Organizacao

A partir do momento em que os artigos estao dispostos na bancada de trabalho, da forma
mais organizada possivel, podemos iniciar o processo de arrumacao e organizacao dos mesmos
de forma a poderem ser encontrados da maneira mais rapida possivel, facilitando o
atendimento. Este é, por isso, um momento de extrema importancia. A arrumacao realiza-se
da forma ja descrita anteriormente, separando medicamentos de marca de genéricos e
separando por forma farmacéutica, nomeadamente colocando em gavetas proprias as
solucdes, pds, ampolas e pomadas. Na arrumacao segue-se o principio “first in, first out”,
para reduzir a possibilidade de os produtos perderem a validade. Sao ainda arrumados de
forma a maximizar o espaco e ainda garantindo que sado visiveis a qualquer colaborador da
farmacia. Nas gavetas superiores, que tém uma base em grelha para se poder observar de
baixo, naturalmente o principio inverte-se devendo o nome do produto ficar virado nesta

mesma direcao.

4.4. Controlo de Prazo de Validade

O controlo dos prazos de validade é um aspeto importante, sendo necessario para assegurar
uma boa gestdao da farmacia e também como forma de garantir uma dispensa responsavel,
reduzindo os erros e a possibilidade de um utente consumir um produto fora de validade, com
a potenciais implicacoes legais e de salde que isso implicaria. Assim sendo, de forma mensal,
é impressa uma listagem por grupo de produtos, disponivel através do menu principal do
SIFARMA, clicando em “produtos”, “prazos de validade” e “listagem de controlo”. Esta
listagem é realizada tendo em vista os produtos que expiram até aos dois meses seguintes a
data da criacdo da mesma, sendo que os critérios utilizados sdao completamente
personalizaveis. Conseguem-se selecionar apenas o tipo de produtos do nosso interesse,

nomeadamente medicamentos sujeitos a receita médica, suplementos alimentares, entre
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outros, bem como o més e ano em que expiram. Depois cada um dos produtos deve ser
procurado individualmente, para conferir o prazo de validade do mesmo e o stock existente.
Os dados encontrados sao depois introduzidos de volta no SIFARMA, através do mesmo menu,

clicando em “correcao de validades”.

4.5. Devolucoes a Fornecedores

As devolucdes aos fornecedores podem ser realizadas por uma miriade de motivos. Produtos
préximo do final da validade sao devolvidos, com o intuito de serem trocados ou ser obtida
uma nota de crédito. Mesmo linhas de acessorios, dispositivos médicos e outros produtos de
saude, incluindo dermocosmética, possuem um prazo de validade. Outros motivos incluem
pedidos duplicados, erros de stock minimo e maximo no SIFARMA, erro de envio pelo
fornecedor, produto errado, produto danificado em transporte, entre outros. A gestao das
devolucgoes é realizada a partir do menu principal do SIFARMA. Na barra superior, selecionar
“encomendas”, “gestao de devolucdes”. Na janela aberta, deve-se criar uma nova devolucao,
sendo necessario introduzir o fornecedor pretendido e outros dados genéricos. Depois é
necessario preencher com os produtos que se pretende devolver. O sistema cria depois uma
guia de transporte, em triplicado, sendo necessario carimbar e assinar a mesma. O
responsavel pelo transporte deve assinar o triplicado que fica na posse da farmacia.
Idealmente uma das cépias que é enviada ao fornecedor deveria ser devolvida a farmacia,

mas nem sempre isso se verifica.

4.6. Entrega e reciclagem de medicamentos usados - VALORMED

Os residuos de medicamentos e respetivas embalagens constituem um perigo para a saude
humana quando nao sao devidamente processados. A sua acumulacao no lixo doméstico e
potencial perigo para a populacdo levaram a que as farmacias, pela Associacdo Nacional das
Farmacias, a Industria, pela APIFARMA, e os Distribuidores, cientes do tipo especifico de
residuo que é o medicamento, colaborassem de forma sinérgica, nascendo assim a VALORMED
em 1999. Trata-se de uma instituicao tutelada pelo Ministério do Ambiente que tem como
objetivo a triagem, recolha e processamento de todos os residuos relacionados com
medicamentos. A recolha realiza-se a nivel da farmacia, onde com a supervisao do
Farmacéutico, o utente deposita os restos de medicamentos num contentor adequado para o
efeito. Uma vez cheio, pesado e selado, qualquer um dos distribuidores que abastecem a
Farmacia Moderna tem a obrigacao de levar o contentor VALORMED. Neste momento termina
a ligacdo da farmacia com o sistema. O contentor é depois transportado até um centro de
triagem, onde se separam os residuos, tentando-se reciclar sempre que possivel sendo que os

residuos quimicos, propriamente ditos, sao incinerados.
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5. Dispensa de Medicamentos

5.1. A Receita Médica - Breve Retrospetiva

Os alunos de 2012-2017 foram os primeiros a enfrentar o novo sistema de dispensa
inteiramente eletronica. Num espaco relativamente curto de tempo passamos duma receita
inteiramente manual, com as vicissitudes que ainda hoje conhecemos - homeadamente uma
caligrafia dificil, dosagens incompletas ou omissas, frequentes erros de validacdo - para um
sistema inteiramente eletronico que veio, por um lado, facilitar a vida do Profissional da

Farmacia, mas também introduzir novos desafios ao mesmo.

Por esse motivo, uma breve consideracdo sobre o que é a Receita Médica e a sua evolucédo ao
longo dos ultimos anos € devida para compreender as mudancas que o sistema de dispensa
enfrentou recentemente. A receita médica comecou como um simples papel timbrado, com
informacao do médico, onde este descrevia a terapéutica recorrendo a linguagem inacessivel
ao utente. O Farmacéutico, com os seus conhecimentos cientificos decifrava a receita e
preparava a medicacdo a dispensar. Com a entrada da farmacia quimica, as indicacoes
tornaram-se mais simples e o Farmacéutico perdeu uma grande parte da sua ocupacdo: a
farmacia galénica. Posteriormente a receita médica foi alvo dum processo de
homogeneizacao, recorrendo-se a formularios proprios emitidos pelas Autoridades de Saude e
autenticados com vinhetas identificativas do médico e local de prescricao. Mais tarde, nos
ultimos 5 anos, surgiu a receita eletronica, ja inteiramente dependente de sistemas
informaticos, mas que ainda requer o envio de faturas ao Centro de Conferéncia de Faturas.
Apenas no Gltimo ano se estabeleceu a receita eletronica sem papel, facilitando o trabalho do

Farmacéutico e reduzindo a possibilidade de erros de dispensa.

A dispensa sem receita médica esta prevista na Legislacao sob determinadas circunstancias,
nomeadamente se o Farmacéutico considerar urgente a dispensa e se existir registo de
tratamento continuo em doente cronico. Exemplos de medicacao dispensada na forma de
venda suspensa sao medicamentos para doencas respiratorias, para a diabetes, hipertensao
ou outro tipo de doencas cronicas cuja continuidade do tratamento ndao possa ser posta em

risco.

A receita manual é hoje uma fracdo diminuta do total de receitas faturadas, estando
permitida a prescricido através desta quando haja faléncia informatica, inadaptacao do
prescritor, prescricdo no domicilio ou ainda quando nao se ultrapassem as 40 receitas por

A

mes.

Uma receita é identificada por um nimero Unico, de 19 digitos. A receita é individual, nao
sendo permitidas, ou aceites, fotocopias duma receita. Numa receita manual, o nimero vem

ja impresso, sendo por isso o formulario Unico e irrepetivel. Na receita eletronica, o nimero
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desta é gerado pelo programa de prescricao, a nivel do Sistema Central de Prescricdes. Em
caso de prescricao offline, reservado a situacdes especiais, o sistema cria um ndmero
baseado em regras estabelecidas. O nimero de receita identifica a Regiao de Saude, o tipo de
receita, o sistema produtor, o centro/entidade que a emite, a sequéncia, o nimero de via e

ainda um digito de controle (87,93).

5.2. Entidades, Protocolos, Sistemas de Comparticipacao e

Complementaridade

Antes de 1950 os esquemas de protecao e assisténcia social nao incluiam quaisquer beneficios
a nivel de medicacdo. Nesse mesmo ano, porém, é instituida a assisténcia farmacéutica,
complementando a assisténcia médica ja existente. Apenas cobria a populacao ativa, e era
financiada pelas contribuicées obrigatorias para as caixas de previdéncia e apenas visava os
produtos de origem nacional, o que na época limitava a sua utilizacdo. A partir desta altura

foi-se alargando o leque de medicamentos abrangidos e populacdes cobertas.

Hoje em dia, a comparticipacao é pedida pelo detentor da Autorizacao de Introducdo no
Mercado e requer uma avaliacdo detalhada pelo legislador, tendo em conta o valor
terapéutico acrescentado em relacdo as alternativas existentes e uma eventual vantagem

econdmica.

As comparticipacdes sao reguladas pelo estabelecido no DL n° 48-A/2010, alterado pelo DL n°
106-A/2010 e posteriormente pelo DL n° 103-A/2013, existindo um regime geral de
comparticipacdo e regimes especiais, em funcao do beneficiario ou de patologias especiais,
estando previstos 4 escaldoes diferenciados de acordo com critérios de essencialidade e de
justica social. Os medicamentos que se destinem a patologias pouco graves ou devido a outras
caracteristicas, nao sao passiveis de ser comparticipados. Os escaldoes vao de A a D,
correspondendo o “A” a uma comparticipacao de 90%, “B” de 69%, “C” de 37% e “D” de 15%.
Existem ainda situacdes particulares, como o Fundo do Pessoal de Lanificios, que sera
abordado adiante, os individuos com doencas profissionais ou medicamentos essenciais para a
manutencao da vida, como as insulinas. Numa receita manual é possivel verificar qual o
regime de comparticipacao sob o qual o utente esta abrangido. A letra “O”, no cabecalho de
identificacao do utente, corresponde ao regime geral e a letra “R” identifica os utentes
reformados e com pensao inferior ao salario minimo nacional. No sistema eletronico, o

programa faz esta selecao automaticamente (94-96).

Atualmente facilitado pelo sistema eletronico, compreender qual a entidade e o sistema de
comparticipacdo em que o utente se inseria, constituia uma grande dificuldade para o
Farmacéutico, pela dificil comunicacdo com muitos utentes e pelo elevado nimero de planos

existentes. Aquando da introducao de uma receita manual, a nao introducdo do Plano de
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Comparticipacao respetivo, ou a introducao de um plano errado leva a que a receita seja
rejeitada pelos servicos centrais do Centro de Conferéncia de Faturas, do SNS, com possiveis

encargos para a FM ou utente.

Em Portugal, todo e qualquer cidadao tem direito, por forca da Constituicao de 2 de abril de
1976, a prestacao de cuidados de saude tendencialmente gratuitos. Assim sendo, todo e
aquele que, por nascimento, ineréncia ou aquisicdo da nacionalidade portuguesa se apresente
ao cuidado do Servico Nacional de Salde, SNS, tem direito a ver os seus medicamentos
comparticipados pelo Estado. O SNS nasce precisamente do disposto na Constituicao, pelo DL
n° 56/79 de 15 de setembro. No entanto, e ainda dentro do SNS existe um elevado niUmero de
planos e opcoes diferentes que é necessario ter em consideracao. Alguns exemplos poderao
ser os doentes com diabetes, lipus ou doenca oncoldgica. Também os utentes reformados
usufruem dum plano diferente de comparticipacao, variando ainda este com a pensao mensal

que a Seguranca Social paga (97,98).

Por outro lado, a Constituicao também consagra a existéncia de sistemas de salude paralelos
de origem privada, cabendo ao legislador a regulacao dos mesmos. Assim sendo, os referidos
sistemas de salde usufruem também de sistemas de comparticipacdo privados, sendo os

mesmos sempre complementares ao SNS, que como referido, é valido para todos os cidadaos.

Por fim, existem ainda fundos contributivos, os quais os trabalhadores financiam com parte
do seu salario, pagando estes uma parte do valor dos medicamentos, desde que utente se
faca identificar como beneficiario dos referidos fundos. Alguns sistemas bancarios, sindicatos
ou seguros oferecem também sistemas de complementaridade, diminuindo o custo para o

utilizador. Cabe ao Farmacéutico a gestao destas situacdes.

No caso particular da Vila de Tortosendo, que conforme referido tem um forte passado
industrial, sao extremamente frequentes os utentes que usufruem do Fundo Especial de
Seguranca Social do Pessoal da Industria de Lanificios, merecendo este caso especial
destaque. Até a data de 9/1/17, todas as receitas passadas em nome de utentes que
integrem o referido Fundo, deveriam ser reencaminhadas para o Centro de Salde do utente
para que o mesmo fosse ressarcido dos seus gastos pela Administracdo Regional de Saude
territorialmente competente. No entanto, com a entrada em vigor da Portaria n° 287/2016, o
utente passa a usufruir da comparticipacao estipulada diretamente na farmacia, diminuindo o
valor total a pagar pelo utente e facilitando a burocracia. No entanto, durante grande parte
do estagio, verificou-se uma série de erros informaticos produzidos pela Administracao
Central que impediram a correta faturacao das receitas e que se mantiveram durante mais de
um més. Sendo os beneficiarios deste fundo sobretudo idosos, verificou-se uma enorme
dificuldade em explicar a situacao vigente, ja que os valores pagos pela mesma medicacao

variaram ao longo do periodo em que o referido erro perdurou (99,100).
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5.3. Requisitos para a Dispensa, Validade, Caducidade e Veracidade da

Receita Médica

Aquando da rececao duma Receita Médica, em particular uma receita manual, é necessario
conferir uma série de requisitos para garantir a veracidade e validade da mesma. A nao
validacdo adequada da receita médica tem como Ultima consequéncia a ndao devolucdo do
valor da comparticipacdo devida pelo Estado a farmacia, ficando esta lesada no valor

correspondente.

Toda a receita médica manual tem de se encontrar em suporte fisico apropriado, usando o
modelo 1806, definido pelo Ministério da Salde, caso se trate de uma receita inteiramente
manual. Tem de identificar o utente, o médico, o regime de comparticipacdao e tem de
possuir uma vinheta autentificavel que identifique o clinico prescritor. Tem um limite
maximo de quatro medicamentos por receita e por esse motivo é frequente doentes
polimedicados trazerem varias receitas simultaneamente. A medicacao a dispensar tem de se
encontrar com caligrafia legivel, identificar a dosagem pretendida e o nimero de unidades a
dispensar. Caso estas indicacbes sejam omissas o Farmacéutico deve dispensar a medicacao
na dosagem mais baixa e com o menor nimero de unidades por embalagem existente. A
receita é apenas valida se todos os campos se encontrarem preenchidos e se estiver dentro da

validade de 30 dias apos a prescricao.

Atualmente, com a receita eletronica, o sistema faz a conferéncia de forma automatica, ndo
sendo possivel a dispensa de medicamentos que ndo constem na folha de prescricdo, nem de
medicamentos em formas farmacéuticas, dosagens ou quantidades diferentes das prescritas.
O limite de medicacao por receita foi levantado, e agora é possivel prescrever até seis
embalagens duma mesma substancia, para facilitar o levantamento da medicacdo dos doentes
cronicos. Também a validade foi estendida bem além dos 30 dias. Na folha de prescricdo, que
muitas vezes nao é entregue ao doente em detrimento de uma mensagem no telefone,
constam apenas dados como o nimero de receita, o codigo de acesso, o codigo de opcao,
nome do utente e do prescritor. Em caso de faléncia do sistema informatico é possivel
encontrar QR Codes, no fundo da folha para permitir a dispensa em modo offline. No entanto,
tal situacao nao aparenta ser frequente. Numa receita eletrénica, os dados de acesso
permitem ao Farmacéutico conhecer o nome do utente a quem foi prescrita a medicacédo e o
médico prescritor, ainda que o utente nao apresente a folha de terapéutica. Esta informacéao

é visivel em campo proprio através do SIFARMA 2000.

As receitas faturadas de forma inteiramente eletronica dispensam o envio de qualquer tipo de
documento fisico para o Centro de Conferéncia de Faturas. A comunicacdo com este é
inteiramente eletronica. No entanto, as receitas sao faturadas e ordenadas por lotes de 30

receitas, de forma idéntica as demais.
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5.4. Situacoes Especiais de Dispensa - Psicotropicos, Estupefacientes,

Benzodiazepinas

Como referido, a rececao deste tipo de farmacos esta salvaguardada com um registo especial,
sendo o envio do mesmo obrigatorio com uma periodicidade estabelecida para o caso dos
psicotropicos e estupefacientes. O consumo de psicotrépicos esta regulado pelo DL n° 15/93,
alterado pelo DL n° 77/2014. Relativamente a dispensa, no caso destes Ultimos, a mesma esta
sujeita a um registo especial, sendo necessario software devidamente autorizado, conforme
contemplado no DL n°292/2005. Assim sendo, em cada momento de dispensa é necessario
pedir ao adquirente a sua identificacao, sendo necessario introduzir os dados no formulario
pedido pelo SIFARMA. Este registo é obrigatoério. Apos a dispensa é emitido um comprovativo
em duplicado que refere a propria dispensa. Este comprovativo é mantido em arquivo durante
um periodo minimo de trés anos. Mensalmente, é necessario enviar ao INFARMED uma copia
das receitas manuais e do registo de saidas, produzido pelo programa SIFARMA, até ao dia 8
do més seguinte a faturacdo. A cada ano, até 31 de janeiro, é obrigatorio o envio do mapa de
balanco a mesma entidade. Atualmente, para o caso das benzodiazepinas, nao é necessario
um registo especial, além da identificacao de entrada feita pelo SIFARMA. A lista de
substancias psicoativas permitidas esta publicada em Diario da Republica, pela Portaria n°
154/2013 (101-104).

6. Aconselhamento Farmacéutico e a Relacdao Deontoldgica

Utente-Farmacéutico

6.1. Posicionamento Deontoldgico do Farmacéutico Comunitario

Diariamente o Farmacéutico é confrontado com novas responsabilidades, necessidade de
decisdes e opcdes que, a limite, jogam com a vida, a salde e o bem-estar do utente. O nosso
posicionamento deveria ser firme em relacdao a certos aspetos, mas anos de alguma ma
pratica e um relativo desleixo, levaram a que atualmente o nosso aconselhamento e
autoridade enquanto profissionais maximos do medicamento nao sejam levados tao
seriamente como se deveria. Também as opcdes de legislaturas recentes face a politica do
medicamento levaram a que o medicamento seja hoje encarado com muito menos seriedade
do que ha 20 anos atras. O Farmacéutico tem estipulado no seu codigo deontoldgico o dever
para com o utente, com a confidencialidade e com a pratica do bem enquanto valor maximo.
Face a crise que assola o setor da farmacia comunitaria, as farmacias ndo se encontram numa
posicao confortavel para recusar a dispensa de medicacao, ainda que contra os preceitos do
Farmacéutico, quando é a sobrevivéncia da farmacia que estd em jogo. Ainda assim, a
Farmacia Moderna prima por nao dispensar qualquer medicamento a qualquer pessoa que o

requeira.
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6.2. Automedicacao - Aconselhamento Farmacéutico

De um ponto de vista estritamente técnico, os medicamentos dispensados por um
Farmacéutico sdo sempre considerados como automedicacdo. Seria hipdcrita da nossa parte
referir que nenhum medicamento sujeito a receita médica é dispensado a nivel de qualquer
farmacia. A farmacia tem de ser defendida como parte integrante do Servico Nacional de
Salde que na pratica ja é, e o legislador tem de estabelecer medidas que visem uma genuina
inclusdao da farmacia no mesmo. O senso comum, confirmado pelos dados, diz-nos que uma
percentagem elevada da populacao desloca-se primeiro a uma farmacia antes de aceder aos
cuidados de salde hospitalares, ou ainda antes de se deslocar ao seu Médico de Familia. Um
esforco por parte do Estado, no sentido de promover as farmacias como rede primaria de
cuidados de saude, pode desviar dos hospitais e centros de sallde uma quantidade elevada de

pessoas com afecées menores e desta forma resultar em significativa poupanca para o SNS.

O Aconselhamento Farmacéutico tem de ser progressivamente mais considerado pelos
utentes, respeitado e valorizado. A criacao de listas de medicamentos de dispensa exclusiva
em farmacia, ja em implementacao, e a desliberalizacdao do uso do medicamento fora do
contexto de espacos de saude ou sob aconselhamento de profissionais de saude sdo medidas
urgentes para restabelecer a importancia e a responsabilidade do uso do medicamento, que
tem de deixar de estar exposto em caixas de supermercado ou bombas de gasolina, cujos
profissionais responsaveis nao se encontram, ainda que remotamente, qualificados para a

dispensa responsavel de medicamentos (86,93).

Verificamos que a experiéncia do Farmacéutico é, de forma geral, bem aceite, e os conselhos
prestados por este sao tidos em consideracao pelos utentes. No entanto, a acdo do
Farmacéutico é restringida pela legislacdo em vigor, com a dispensa de medicacdo a ser
considerada automedicacdo. Ainda assim € necessario conhecer o conceito de
“Automedicacdo Responsavel”, ja referido, e que representa o ato de dispensa sob a
supervisdao Farmacéutica. Esforcos importantes tém sido feitos no sentido de dotar o
Farmacéutico de ferramentas legais para a dispensa responsavel, como por exemplo, a
criacao da lista de medicamentos nao sujeitos a receita médica de dispensa exclusiva em
farmacia. E importante continuar a promover a figura transversal do Farmacéutico. Por este
motivo é necessario lutar pelo conceito de automedicacao responsavel, tutelada por um
Farmacéutico e seguida de perto pelo mesmo. SO desta forma, e com esta dedicacao, é
possivel assegurar que um curso de tratamento estabelecido tem objetivos definidos e recebe
o acompanhamento necessario, inerente a toma de medicacdo. O Farmacéutico deve primar
por impor medidas nao farmacoldgicas, ou pelo menos, acompanhar a terapéutica de
referidas medidas. Nao deve ter uma perspetiva apenas econémica, mas sim de prestar um

servico publico de qualidade.
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6.3. Medicamentos Sujeitos a Receita Médica Vs. Medicamentos Nao

Sujeitos a Receita Médica

O Farmacéutico é diariamente confrontado com afecées de salde menores, que nao
constituindo emergéncias médicas sdo passiveis de resolucdo com medicamentos disponiveis
na farmacia. Embora a legislacao seja clara, ha efetivamente alguma margem de manobra
que permite ao Farmacéutico a dispensa de medicamentos, na forma de automedicacao
responsavel, como referido. Também, com frequéncia, o utente exige a dispensa de
medicamentos sem receita médica. Nestas situacdoes o Farmacéutico tem de pesar os fatores
em questdo de forma a efetuar sempre uma dispensa responsavel. A legislacdo em si, no
entanto, nao ajuda e é fator de confusdo para os utentes, que nao entendem o porqué de
algumas marcas de ibuprofeno 400 mg serem sujeitas a receita médica e outras ndao. O mesmo
exemplo aplica-se ao paracetamol, sendo do conhecimento geral que uma dose de 1 g é
adequada para a populacao adulta, e verifica-se alguma dificuldade das pessoas em

compreender que a dispensa é sujeita a receita médica.

Um medicamento sujeito a receita médica é um medicamento que preenche, pelo menos,
uma das seguintes condicées, de acordo com o estipulado na legislacao em vigor:
a) Possa constituir risco para a saude do doente, mesmo quando usados para o fim
adequado, sem supervisao médica;
b) Possa constituir um risco para a satde quando sejam utilizados com frequéncia ou
quantidades diferentes do fim a que se destinam;
c) Contenham substancias cujo estudo de possiveis reacdes adversas seja necessario
aprofundar;

d) Destinem-se a ser administrados por via parentérica.

Um medicamento nao sujeito a receita médica nao é comparticipado pelo Estado, salvo
situacbes especiais, e tem indicacdes terapéuticas passiveis de automedicacdo, de acordo
com o estipulado no Despacho n°® 17690/2007 (105).

Podemos ainda considerar medicamentos ndo sujeitos a receita médica de dispensa exclusiva
em farmacia, previstos pela Deliberacao n°24/CD/2014, de que sdao exemplo algumas

preparacoes tépicas como o Picalm®, como referido anteriormente (106).

6.4. Dispensa de Outros Produtos de Saude

Nas Ultimas décadas as farmacias foram confrontadas com dificuldades crescentes em termos
de faturacdo e lucro. Dados recentes referem que 19,3% das farmacias encontram-se em
processo de insolvéncia (11/2016), e 69% das farmacias apresentam um resultado liquido

negativo médio de 9753€. Estes dados sao inequivocos no que diz respeito a demonstrar que o
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setor se encontra mergulhado numa grave crise economica. A cosmética, higiene,
suplementos e outros artigos de salude sdao hoje encontrados na farmacia, aliados a um
aconselhamento especializado e incomparavel com outros locais de venda, e representa uma
fatia larga do income das farmacias. Na Farmacia Moderna é possivel encontrar um largo
stock de produtos varios e € muito procurada pelo apoio ao utente na hora de escolher
produtos das varias linhas disponiveis, sendo que os utentes tém nocdo que o tipo de

atendimento, apoio e colaboracao que encontram aqui nao tem rival (107).

Na Farmacia Moderna é possivel encontrar, em local de acesso ao utente, varios produtos de
saude, dispostos como referido anteriormente, organizados em seccdes, com varias linhas
distintas e marcas diferentes. Podem-se encontrar produtos de cosmética, nutricao infantil,
fitoterapia, puericultura, sexualidade, higiene, entre outros. O contacto com este tipo de
produtos permite adquirir uma experiéncia que preenche uma lacuna formativa a varios

niveis.

Os dispositivos médicos sdo outro tipo de artigos de extrema importancia fornecidos pelas
farmacias. Contrariamente a crenca popular, os dispositivos médicos podem ser encontrados
inclusive na forma de xaropes ou pastilhas. Alguns xaropes para a tosse de origem natural
apresentam esta classificacdo. O DL n° 145/2009 define “Dispositivo médico” como “qualquer
instrumento, aparelho, equipamento, software, material ou artigo utilizado isoladamente ou
em combinacao, (...) cujo principal efeito pretendido no corpo humano nao seja alcancado
por meios farmacolodgicos, imunologicos ou metabdlicos (...)”. Os dispositivos médicos sao
classificados por risco para o utente, numa escala de 4 niveis, |, lla, llb, lll, de risco crescente
para este. Foi possivel um contacto alargado com este tipo de produtos, sendo o
aconselhamento Farmacéutico vital para a promocado de um uso adequado dos mesmos.
Exemplos destes produtos sao as seringas e agulhas, material destinado a protecao individual
ou protecao de feridas e lesdes, material ortopédico, produtos para doentes colostomizados,

entre outros (108).

7. Cuidados de Saude e Servicos Oferecidos na Farmacia

Moderna

7.1.  Quantificacoes Bioquimicas

A Farmacia Moderna oferece um conjunto de determinacdes bioquimicas passiveis de ser
realizadas no gabinete existente nas instalacées da mesma. A realizacao destas medicoes
permite ndao s6 um mais completo seguimento farmacoterapéutico, mas também a detecéo
precoce de determinadas patologias, sendo por isso uma parte essencial integrante dos

cuidados de salde fornecidos no ambito da farmacia comunitaria. Desta forma conseguem-se
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despistar patologias de forma atempada, o que permite obter ganhos nao apenas em salde,

mas também a nivel socioeconomico.

Assim sendo, na FM é possivel determinar os niveis de glicémia capilar, colesterol total e

triglicéridos, de forma confortavel, comoda e rapida para os utentes desta farmacia.

O processo de medicdo é realizado de forma higiénica, no gabinete existente para o efeito,
tendo as boas praticas farmacéuticas sempre em vista, aplicando o protocolo estabelecido.
Idealmente tenta-se iniciar o equipamento de medicao de colesterol pela manha. O
equipamento, como descrito acima, € um Reflotron Plus®, da Roche®, caracterizado por ser
preciso e eficiente. Utilizando luvas durante o processo, o Farmacéutico efetua a desinfecéo
do local de puncéo recorrendo a alcool etilico 70%, aguardando uns segundos para ocorrer a
evaporacdao do mesmo. De seguida, faz-se a puncao, utilizando a face lateral do dedo
indicador, médio ou anelar, tendo em atencao temperatura da mao e fatores que afetem a
circulacdo, como anéis ou relogios. A referida puncdao é realizada com uma lanceta
descartavel e estéril Ames Minilet Lancet, Bayer®. O equipamento de medicao da glicémia
capilar, Verio®, One Touch® requer uma pequena gota de sangue, aplicada diretamente na
tira descartavel. O resultado é obtido de imediato. O equipamento de medicao de colesterol
e triglicéridos, no entanto, requer a aplicacdo duma gota de sangue maior, sendo necessario
recolher algum sangue para um capilar. A partir do capilar, recorrendo a uma pequena
pipeta, o sangue é entdo depositado na tira de medicao, sendo o resultado obtido poucos
minutos depois. Os residuos resultantes sdo descartados de forma adequada, usando os
contentores de perfuraveis e residuos bioldgicos existentes para o efeito. O Farmacéutico
analisa e discute os resultados com o utente, registando os valores num cartdo proprio para o
efeito. Os resultados podem ser registados na ficha do utente, a nivel do programa SIFARMA

2000, aquando da faturacao do servico prestado.

7.2. Determinacdes Antropométricas

A Farmacia Moderna dispde de equipamento para a medicao do peso, altura e pressao arterial
do utente da Affinity Group®, como descrito anteriormente, na zona de atendimento ao
publico da farmacia. Para os utentes que assim o desejem, a medicao da pressdo arterial

pode ainda ser realizada a nivel do gabinete, existindo também ai equipamento para o efeito.

Este servico permite ao Farmacéutico recolher os dados necessarios para o calculo do indice
de Massa Corporal, IMC, e fornecer aconselhamento a nivel de estilo e habitos de vida e
direcionamento médico caso o entenda. A determinacdo do IMC é a forma mais
estandardizada de avaliar e comparar a massa corporal do utente. As guidelines da

Organizacdo Mundial de Salde recomendam a utilizacdo deste parametro para quantificar a
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possibilidade de disturbios alimentares. O calculo do IMC faz-se com recurso a equacao 4,
abaixo.

Peso (Kg)

MC = Altura?(m) )

7.3. Medicao da Pressao Arterial

Como parte integrante dos Servicos de Saude oferecidos pela Farmacia Moderna, a medicao
da pressao arterial permite ao utente a quantificacdo ocasional ou esporadica da mesma,
quando o utente o solicite, e facilita o seguimento do efeito da terapéutica direcionada nesse
sentido. Tal recolha e registo de dados permite inclusive ao Médico Prescritor um ajuste da
terapéutica, se necessario, e leva o doente a implementar mudancas no seu estilo de vida e

aumentar a adesao a terapéutica prescrita.

O Farmacéutico, aquando do pedido por parte do utente de medicdo da pressdo arterial,
questiona o mesmo sobre como se deslocou a farmacia, se se encontra cansado, com calor,
particularmente ansioso ou nervoso, se consumiu café, outras bebidas estimulantes ou alcool.
Descarta-se assim a possibilidade de obter um resultado menos adequado ou fidedigno. Se o
utente referir que se encontra ofegante ou cansado da deslocacao até a farmacia é convidado
a sentar-se e a aguardar alguns minutos. De seguida é entdo pedido a este que se sente
confortavelmente, nao cruzando bracos e pernas e mantendo as costas direitas. Deve ser
pedido ao utente que remova reldgios ou pulseiras demasiado apertadas. Como referido, pode
ser utilizado o equipamento comum disponivel na sala de atendimento ou o medidor de braco
no gabinete, Tensoval® Duo Control. As indicacdes sdo, em ambos os casos, idénticas. Apos a
medicdo o Farmacéutico efetua o aconselhamento devido, a nivel de alteracdes de estilo de
vida ou alimentares e encaminha o utente para um médico se necessario. Os valores sao

registados num cartdo proprio para o efeito e na ficha do utente no programa SIFARMA 2000.

7.4. Acompanhamento Nutricional

Além do aconselhamento nutricional e de alteracao no estilo de vida inerente a prestacao de
Cuidados Farmacéuticos, associada as medicoes de glicémia, colesterol, pressdo arterial e
IMC, a Farméacia Moderna disponibiliza um servico de nutricdo, recorrendo a um acordo de
prestacdo de servicos. O servico é realizado quinzenalmente nas instalacdes da farmacia. E
um servico de proximidade, com um custo associado, que une os utentes a um estilo de vida

saudavel e os ajuda a atingir os seus objetivos.

7.5. Administracao de Injetaveis

A Farmacia Moderna conta com quatro Farmacéuticos. Dois destes estdao devidamente

habilitados para a administracdo de injetaveis, nomeadamente medicamentos por via
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intramuscular ou subcutanea e também vacinas. O papel de promocao de habitos de saude é
transversal a figura do Farmacéutico e este auxilia também a populacdo diabética a como
trabalhar com os equipamentos de medicao de glicémia e administracao de insulina. Apesar
do esforco feito pelos profissionais de salde nos hospitais, os utentes recém diagnosticados
chegam muitas vezes as farmacias com muitas dividas, prestando o Farmacéutico um servico
de apoio e esclarecimento fundamental. O Curso Inicial de Vacinas e Administracao de

Medicamentos Injetaveis, reconhecido, é lecionado pela Ordem dos Farmacéuticos.

7.6. Sistemas Personalizados de Dispensacao

Outro dos servicos disponibilizados pela Farmacia Moderna é a preparacao individualizada da
medicacdao. Este servico é particularmente importante a nivel da populacdo idosa,
frequentemente polimedicada, com tendéncia a sofrer de confusdo, esquecimentos e outras
situacoes que acabam por prejudicar o cumprimento da terapéutica. Este servico agrupa a
medicacdo por segmentos do dia, todos os dias da semana. A preparacao comeca com a
limpeza dos recipientes onde se arruma a medicacao, uma pequena caixa de plastico com 4
separadores, conforme o momento do dia a que se destina a toma do medicamento. Usando
técnicas de higiene adequadas, os medicamentos sdo repostos todas as sextas-feiras.
Idealmente a preparacao sera revista por outro Farmacéutico para minimizar a possibilidade

de erros de medicacao. Este servico tem um pequeno custo associado.

8. Preparacao de Manipulados

8.1. Disposicoes Legais

Qualquer farmacia tem de estar preparada para a possibilidade de ter de preparar um
manipulado ou um preparado oficinal. Um “medicamento manipulado” é “qualquer formula
magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um
Farmacéutico”, conceito estabelecido pelo DL n° 95/2004. Embora esta fosse uma das
principais valéncias do Farmacéutico, a industrializacdo e inovacado tecnoldgicas que se
verificaram nos ultimos 50 anos levaram a que a preparacdo de um manipulado seja hoje
esporadica. Ainda assim, € estipulado pela Deliberacdo n° 1500/2004 a existéncia de material

de laboratério obrigatorio. Na tabela 18 encontra-se listado o material obrigatério (109,110).

Os medicamentos manipulados podem ser dispensados por ordem de receita médica, sendo
considerados formulas magistrais, ou podem ser preparados por pedido do doente, sendo que
nesse caso sao denominados de preparados oficinais. Os medicamentos manipulados sao
prescritos contendo indicacdes para o Farmacéutico sobre a composicido do mesmo,
nomeadamente informacao sobre as substancias ativas, concentracdo, excipientes e forma
farmacéutica desejada. Os medicamentos manipulados sdo comparticipados em 30% pelo
Estado, caso se verifique uma lacuna terapéutica a nivel dos medicamentos industriais,
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necessidade de adaptar dosagens ou formas terapéuticas a populacdes especiais (pediatria ou
geriatria) ou em caso de provada inexisténcia no mercado com igual substancia ativa na

forma farmacéutica desejada, conforme disposto no DL n° 95/2004 (109).

Tabela 18: listagem do material de laboratério de presenca obrigatéria. Adaptado de documento interno

da farmacia Moderna.

Alcoometro

Almofarizes de vidro e de porcelana

Balanca de precisao sensivel ao miligrama

Banho de agua termostatizado

Capsula de porcelana

Copos de varias capacidades

Espatulas metalicas e ndo metalicas

Evidéncia de calibragado anual

Evidéncia de verificacdo metroldgica

Funis de vidro

Local de lavagem de material com agua corrente

Matrazes de capacidades varias

Papel de filtro

Papel indicador de pH universal

Pedra de preparacao de pomadas

Pipetas graduadas

Provetas graduadas de capacidades varias

Sistema de exaustao

Tamises FP VIl de fundo e tampa, diametro de 180 um a 355 um

Termometro

Vidros de relogio

8.2. Matéria-Prima, Preparacao e Garantia de Qualidade

Para assegurar a preparacao dos manipulados quando assim for pedido, a Farmacia Moderna
tem de assegurar a existéncia em stock de alguns excipientes e matéria primas fundamentais.
Assim sendo, podemos encontrar, sob adequadas condicdes de conservacao, reagentes e
matérias primas, acido tartarico, potassio metabissulfito, etanol, acido salicilico, vaselina

solida, agua purificada, corantes, acido bdrico, entre outros.

Todos os manipulados sao preparados na area de laboratério sob estritas condicdes de
higiene, adequadas a preparacdo que se esta a realizar e ao fim a que se destina. De uma
forma geral, independentemente do manipulado realizado, é necessario comecar por uma

correta higienizacao da bancada de trabalho, de preparacao e limpeza do equipamento a

78



utilizar e ainda verificacao dos reagentes e matérias primas a utilizar, nomeadamente em
termos de prazo de validade, condicdes de conservacao, data de abertura, e condicées de
manipulacao. De seguida, recorrendo as folhas de preparacdo de manipulados ou ao
Formulario Galénico adequado, efetua-se a preparacao, tendo em consideracao os cuidados
necessarios. Termina-se a preparacao do manipulado com a limpeza do equipamento e espaco
de trabalho, arrumacao do material, conclusdo do rétulo e calculo de preco, que serdao

abordados abaixo.

8.3. Documentacao, Rotulagem e Dispensa do Medicamento Manipulado

Para se proceder a preparacao de manipulados de acordo com legislacao e com as Boas
Praticas, e também para responder as exigéncias burocraticas do INFARMED é fundamental
manter um arquivo completo relativo do material, equipamento, excipientes e matérias
primas necessarias. Assim sendo, é pedido um registo de calibracdo de equipamentos,
nomeadamente balancas, medidores de pH ou termometros, um registo das folhas de
seguranca e boletins de analise de todos os excipientes e matérias primas utilizadas, entregue
pelo fornecedor. Por cada manipulado devera ser preparada e arquivada a ficha de
preparacao do medicamento manipulado, que devera conter, entre outros, a denominacao do
medicamento preparado, um registo do doente e do prescritor, 0 modo de preparacao, o
acondicionamento primario, o lote, a composicdo, com indicacao dos dados da matéria prima,
nomeadamente quantidades, lotes e validades e ainda o nimero do lote. O procedimento
devera ser conferido e validado, sendo pedida a assinatura e data de Farmacéutico que

preparou e validou o manipulado. Este registo é mantido na farmacia durante 3 anos.

A acompanhar qualquer manipulado que seja dispensado deve seguir um rotulo preparado
para o efeito, devendo indicar o nome do utente a que se destina, a formula que contém, a
validade estimada, indicacdes de conservacao, posologia, identificacdo da farmacia, via de
administracao, instrucées de uso (como “agitar antes de usar” ou “uso externo”) e claro o

lote atribuido.

9. Contabilidade e Gestao

9.1. Gestao Financeira

Como referido anteriormente, as farmacias, de modo geral, encontram-se numa situacao
delicada em termos econémicos. Referindo o estudo citado anteriormente, verifica-se que a
dispensa média numa qualquer farmacia tem um valor financeiro de 13,51€. Destes, ao
retirarmos o custo com o pessoal, com o medicamento, custos de funcionamento e outros,
como juros ou amortizacdes, a farmacia perde 0,17€. Isto significa que a venda média traz,

tecnicamente, prejuizo a farmacia (107).
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O setor da farmacia comunitaria sofreu uma profunda alteracao ao largo dos Gltimos 10 anos.
Embora a crenca popular seja considerar as farmacias como enormes fontes de rendimento, a
alteracdo radical no preco dos medicamentos, com beneficio para o Legislador e para o
utente, repercute-se numa perda substancial para a farmacia. A liberalizacao do mercado do
medicamento trouxe consigo profundas alteracdes a dinamica. Do ano de 2013 para 2014
verificou-se um aumento de apenas 4 farmacias, de 2915 para 2919, registando-se varios
encerramentos e reaberturas. No entanto o nimero de locais de venda de MNSRM, em periodo
homologo, passou de 952 para 1013. Esta é uma tendéncia que se espera que continue a
aumentar. A excessiva liberalizacdo do mercado do medicamento, além do prejuizo para a
farmacia, leva a que as pessoas encarem a toma de medicacao com extrema leviandade, nao

estando preparadas para os efeitos nefastos da mesma (107).

A alteracdo na conjuntura demonstrou que muitas farmacias, e muitos Farmacéuticos, nao
estavam preparados para as dificuldades enfrentadas, explicando os elevados nimeros de
penhora de insolvéncia (em 2014 haviam em insolvéncia 169 farmacias e em penhora 323). A
Gestao é por todos estes motivos uma ferramenta fundamental para a manutencdo do
negocio. A farmacia Comunitaria € um local extremamente controlado, no que diz respeito a
legislacao aplicavel em vigor. Nada pode ser deixado ao acaso, desde licencas de
funcionamento a licengas de audio, tudo sob o apertado controlo do INFARMED e varias outras
entidades fiscalizadoras. H4 uma necessidade imperiosa ndao de apenas vender muito, mas
vender bem, tendo em conta a rentabilidade individual de cada produto e uma perfeita
gestdao do stock. As margens sao de tal forma reduzidas (verifica-se que muitas vendas tém,
na verdade, um impacto negativo na farmacia, como referido) que é necessario um controlo

apertado nao so das compras e vendas, mas também dos gastos fixos inerentes (107).

O Farmacéutico com papel de Gestor, sendo que na Farmacia Moderna tal papel esta quase
exclusivamente remetido ao Dr. Fernando Campos, que dedica uma enorme parte do seu
tempo a garantir o correto funcionamento da farmacia, passando as suas funcoes pela gestao
de stocks, realizacao de encomendas, negociacao de melhores condicdes para a farmacia,
gestao de pessoal, construcao planos de trabalho, organizacdao da inUmera documentacao de
presenca obrigatéria na farmacia, desde livros cientificos a manuais de Boas Praticas e gestao

da qualidade e respetivos procedimentos documentados.

A existéncia de uma figura dedicada quase em exclusivo para as questdes de gestao e outra
para a contabilidade, permite, além de rentabilizar o tempo disponivel dos demais
Farmacéuticos para o atendimento e outras questdes fulcrais, uma maior dedicacdo e visao
geral dos processos em curso, que pela delicadeza e importancia patentes sdao melhor geridos

por uma Unica pessoa do que dividindo tarefas em equipa.
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9.2. Conferéncia do Receituario

A conferéncia do receituario, o complexo processo de verificacdo individual, extensiva e
repetitiva verificacao das receitas manuais e eletronicas em papel é hoje uma fracdo do que
era ainda ha poucos anos atras. Com o advento da receita inteiramente eletrénica, a receita
manual estd hoje remetida para 4 situacbes apenas, sendo estas a faléncia informatica,
inadaptacao do prescritor, prescricdo no domicilio e um limite de 40 receitas por més. A ndo
conformidade de uma receita leva ao ndo pagamento da comparticipacdo do Estado a
farmacia. Tendo em conta as pequenas margens que o setor da farmacia comunitaria usufrui,
a acumulacdao de uma série de pequenos e quase impercetiveis erros nas receitas leva
indubitavelmente ao que podem ser perdas economicas significativas. Dai a imperiosa
necessidade de extensa verificacdo do receituario. Na Farmacia Moderna, este papel esta
maioritariamente atribuido a Diretora Técnica da mesma. Assim, no local de rececao de
encomendas, sdo organizadas, em local proprio, as receitas que vao sendo recolhidas das
gavetas nos balcoes de atendimento. Estas receitas sao organizadas por lotes, de acordo com

0 organismo em que se inserem, ou seja, o plano de comparticipacao correspondente.

O programa SIFARMA 2000, de forma automatica, contabiliza e ordena as receitas por ordem
de introducao, associando de imediato um nUmero a mesma, no momento de dispensa da
medicacao. Ao atingir a 30? receita em papel completa-se o lote. Cada lote contém receitas
de apenas um organismo. Assume-se que a receita foi ja validada, estando ja conferidos os
dados fundamentais, como autenticidade, validade, assinatura e modelo de impressao
conforme referido anteriormente, pelo Farmacéutico que efetua a dispensa. Durante a
dispensa, um recibo que indica os medicamentos dispensados, o lote e nimero de receita a
data, operador e outros elementos fundamentais é impresso no verso da receita manual ou
eletronica em papel. Naturalmente que o primeiro ponto de verificacdo passa por garantir,
ainda na dispensa, que a medicacao entregue ao doente corresponde efetivamente a
prescrita pelo clinico, com especial atencao a dosagem e unidades por embalagem. O verso
da receita tem de ser carimbado, e assinado pelo Farmacéutico responsavel, indicando a
data. Todo este processo nao implica, no entanto, que a receita nao apresente ainda outro
tipo de nao conformidades. Se a receita apresentar, rasuras, riscos, falta de algum dado do
utente, ou do médico (nomeadamente a assinatura do mesmo, vinheta deste e vinheta do
local de prescricao, quando aplicavel), cédigos de barras ilegiveis ou cortados, receita
indevidamente cortada ou em péssimo estado de conservacao, rasuras, caligrafias diferentes,
ndo utilizacdao do impresso ou modelo adequado para a prescricdo médica ou outros aspetos
considerados impeditivos ou de nao conformidade pelo Centro de Conferéncia de Faturas do

Servico Nacional de Salde, levam, sem dulvida, a devolucao da receita pelo referido centro.

Apos a conferéncia manual do receituario, e apods se encerrar o lote, devera ser impresso,

através do SIFARMA, um verbete por lote, onde esta disposto o niUmero da receita, dados
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gerais, valor pago pelo utente, e valor da comparticipacao. Este verbete devera ser anexado
ao lote, fisicamente, considerando-se assim o lote efetivamente fechado e pronto para
remessa. A medida que o més decorre, os lotes vao sendo encerrados e verificados ao atingir

as 30 receitas, evitando acumular trabalho para o final do més.

As receitas eletronicas sem papel processam-se e organizam-se de forma similar. O
processamento da mesma é feito de forma praticamente automatizada, existindo uma
categoria propria para o efeito, sendo agrupadas no mesmo lote. Com este tipo de receita,
ndo é necessario qualquer tipo de conferéncia ou verificacdo. A receitas eletronicas com

papel, porém, correspondentes ao organismo 99, sao agrupadas em lotes de 30.

No final de cada més civil seguinte realiza-se o fecho, onde se faz a conferéncia final e
preparam-se os lotes para remessa para o Centro de Conferéncia de Faturas. Qualquer lote
que nao tenha sido completo, ou seja, ndo tenha atingido o valor de 30 receitas, é encerrado
e procede-se de igual forma. Nos primeiros dias do més, as receitas sdo fisicamente enviadas
para o CCF, ficando a farmacia a aguardar o pagamento da comparticipacao por parte do
Estado. O CCF, apos conferir o receituario enviado pela farmacia, remete depois uma
listagem com as receitas consideradas nao conformes, tendo a farmacia oportunidade de

retificar algum aspeto, quando possivel.

9.3. Faturacao

Embora nalgumas farmacias a faturacdo e contabilidade seja feita de forma interna pelos
proprios Farmacéuticos, a maioria recorre a empresas externas para garantir um correto

acompanhamento dos multiplos aspetos relacionados com a faturacao.

Na Farmacia Moderna, a contabilidade, como referido, esta a cargo do Gerente, Sr. José
Manuel Campos, contabilista certificado, que passa grande parte do dia na farmacia e é
responsavel pela area contabilistica, tendo entre outras funcdes: realizar os balancos de caixa
no final do dia, gerir o financiamento da farmacia, pagar faturas e conferir os valores das

mesmas, etc.

Foi possivel, através do contacto intimo com o quotidiano e tarefas diarias na FM, conhecer e
aprender a distinguir varios conceitos do mundo da gestdao e contabilidade, como
compreender a diferenca entre uma guia de remessa e uma fatura, ou distinguir os diferentes

tipos de impostos que sdo imputaveis a farmacia.

82



9.4. Relacoes Externas

A Farmacia Moderna, como qualquer outra, é uma instituicao aberta e que recebe constantes
noticias e atualizacbes. A FM recebe com frequéncia visitas de representantes de varios
fornecedores e laboratérios e delegados de informacao médica, fazendo parte do quotidiano.
Estes, além da componente comercial, apresentam também os resultados de estudos de
seguranca ou eficacia relativos aos farmacos que comercializam. Por outro lado, também
instituicdes proeminentes do setor farmacéutico comunicam diariamente com as farmacias,
nomeadamente a Associacao Nacional das Farmacias, que trabalha perto dos seus associados.
Por fim, verifica-se existir uma estreita relacao entre a FM e todos os parceiros, fornecedores

e distribuidores.

9.5. Arquivo Documental

As farmacias sao obrigadas, pela legislacao em vigor, a manter um arquivo documental para
determinados documentos. Um desses exemplos sao os registos de dispensa de psicotropicos e
estupefacientes, que sdo mantidos durante os trés anos seguintes a data de emissdo. Também
os mapas de balancos sao guardados. Como referido anteriormente, também os registos de
preparacdao de manipulados deverdao ser mantidos na farmacia. Além da documentacao
obrigatéria por lei, encontram-se na Farmacia Moderna, uma série de registos de uso interno,
estritamente organizados em portefolios e capas adequadas, que asseguram todos os
intrinsecos parametros legais estabelecidos, como manuais de procedimentos, fluxogramas
varios ou manuais de controlo de qualidade. Também alguma da correspondéncia recebida é
registada por data de chegada e arquivada adequadamente, embora muita da comunicacao se
faca, naturalmente, por via eletronica. Podemos ainda encontrar comprovativos de emissao
de crédito aos utentes, registo de devolucbes, notas de crédito e faturas emitidas pelos

fornecedores e distribuidores que prestam servico a FM.

10. Conclusao

A farmacia comunitaria é uma area demasiado abrangente, impassivel de ser resumida no
limitado espaco desta dissertacdo. Durante os quase trés meses de arduo trabalho na
Farmacia Moderna foi possivel conhecer o bom e o mau da Pratica Farmacéutica. Esta foi uma
experiéncia extremamente enriquecedora e apaixonante. Ndo poderia ser imaginado um
melhor corolario de 5 anos de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas. A experiéncia
que nao se deixa escrita foi, seguramente, vivida na primeira pessoa € em primeiro plano. A
FM nao limita a atuacao do estagiario, integrando-o na sua equipa desde o primeiro dia. Esta

€ a principal vicissitude que marcou este periodo de aprendizagem.

A formacao universitaria nunca pode ser considerada concluida sem que o aluno ponha a

prova os conhecimentos obtidos. O estagio é a ferramenta magistral para atingir este
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objetivo. Ao longo da caminhada duvidas surgiram, mas a pratica traz uma resposta € uma

certeza que nao consegue ser obtida em livros e sebentas.

Esta € uma profissao de constante aprendizagem, viva e interessante. A estagnacao ¢ inimiga
da ciéncia e dos Farmacéuticos, devendo ser evitada a todo o custo. De igual modo, a luta por
condicdes dignas de trabalho e o reconhecimento do valor do Farmacéutico deve ser sempre
prioridade de qualquer estudante do MICF, para garantir que o Profissional da Farmacia

continua sempre na vanguarda da salde da populacao.
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Capitulo 3 - Relatério de Estagio em

Farmacia Hospitalar

1. Introducao

O estagio em farmacia hospitalar é parte integrante da Unidade Curricular “Estagio”, sendo a
sua realizacdo uma das opcdes disponibilizadas pela Faculdade de Ciéncias da Salde da
Universidade da Beira Interior. Este estagio decorreu de 10 de abril de 2017 a 2 de junho do
mesmo ano, na sede dos Servicos Farmacéuticos do Hospital Sousa Martins, integrado na
Unidade Local de Salde da Guarda, localizada no piso -1 do referido hospital, na cidade da

Guarda.

Embora invulgar, optou-se por estruturar o presente relatério de forma inovadora, sendo, no
entanto, esta a forma encontrada pelo autor de melhor descrever e explicar a qualquer leitor
nao s6 o funcionamento destes SF, mas também mostrar, de forma logica e sequencial os
diversos passos do circuito do medicamento, aplicado ao ambito particular da farmacia
hospitalar. Tendo-se optado por uma estruturacao semelhante a realizada para farmacia

comunitaria, cré o autor que esta é a melhor forma de descrever a experiéncia vivida.

Nesse sentido, comeca-se por uma necessaria descricao do espaco fisico, equipamentos e
demais particularidades dos SF. Sao referidos os recursos humanos, competéncias e
responsabilidades dos colaboradores deste servico, entre Farmacéuticos, técnicos e

auxiliares.

Posteriormente é explicado o circuito do medicamento dentro da farmacia hospitalar, desde a
selecao, com os particulares critérios requeridos e seriedade da gestao de dinheiro do erario
publico, passando pela aquisicdo, rececao, arrumacao, validacao e envio para os respetivos
servicos. De seguida, é descrito o papel do Farmacéutico na prestacdo de cuidados de satde

e a forma como este profissional esta integrado em equipas polidisciplinares.

A experiéncia obtida permitiu conhecer e descrever o funcionamento geral dos SF, sendo esta

da maior importancia no percurso académico de qualquer estudante.

2. Organizacao e Estrutura dos Servicos Farmacéuticos

2.1. Espaco Fisico e Equipamentos

Os Servicos Farmacéuticos do Hospital Sousa Martins, estdo localizados no piso -1 do Pavilhdo

Novo do Hospital Sousa Martins, sito na mesma cidade. A ULS da Guarda corresponde a
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agregacao do referido hospital, do Hospital Nossa Senhora da Assuncao e 13 Centros de Saude
do distrito da Guarda. Os Servicos Farmacéuticos estao assim encarregues da distribuicdo e
manutencao dos stocks de medicamentos, dispositivos médicos e outros produtos,
nomeadamente produtos dietéticos, pensos, matérias primas, vacinas, antidotos e
contracetivos, sendo a pratica regulada pelo Decreto-Lei n° 44204, e a dispensa de
medicamentos realizada de acordo com o DL n° 206/2000, condicées definidas no DL
n°13/2009 e boas praticas instituidas pelo Ministério da Saude e Ordem dos Farmacéuticos
(111-115).

Dentro do servico estao confinadas todas as instalacdes, armazéns e equipamentos
necessarios ao completo bom funcionamento dos servicos farmacéuticos. O acesso € feito por
duas portas, protegidas com cartao de acesso, e ainda uma porta traseira, que fornece acesso
direto ao cais de cargas e descargas exterior ao hospital, permitindo acesso facilitado de

medicacao, dispositivos e demais produtos aos armazéns dos SF.

Os SF estao dispostos ao longo de um comprido corredor central. Contam com um escritério
para os servicos administrativos, um gabinete para a secretaria do servico, um gabinete para
o responsavel dos SF, um open space para os Farmacéuticos, laboratorio de farmacotecnia,
instalacdes sanitarias, sala de pausa/reunides, sala de estagiarios, sala de preparacao dos
circuitos de distribuicdo, armazém central, area de rececdao de encomendas, com ligacdo ao
armazém central e ao exterior, armazém de inflamaveis (protegido com paredes reforcadas,
drenagem de liquidos e porta reforcada de abertura para o interior), armazém de grandes
volumes (soros e desinfetantes), zona de preparacdes estéreis (nomeadamente citotdxicos) e

zona de desinfecao.

Da perspetiva de quem entra no servico pela entrada oeste para o corredor geral, do lado
esquerdo encontra o gabinete da secretaria técnica, do responsavel do servico, o gabinete do
secretariado, sala de pausas e de reunides e instalacdes sanitarias e de limpeza. O gabinete
de secretariado funciona em open space, e contém todos os equipamentos de comunicacao
necessarios. Os Farmacéuticos dispdem de outro gabinete com o mesmo conceito, equipado
com todo o equipamento necessario, nomeadamente telefones e computadores, armarios e
bibliografia, imediatamente anexo a sala de preparacao dos circuitos de distribuicao, onde se

encontram os Técnicos de Farmacia e auxiliares de servico.

A sala de preparacao dos circuitos de distribuicao conta com varios balcoes, cada um
destinado a um circuito especifico. Nesta sala encontram-se diversos armarios onde se
encontra medicacao em formato unidose, arrumada por ordem alfabética. Como sera descrito
adiante, todo e qualquer blister unidose esta identificado com a DCI, dosagem e prazo de

validade. A sala dispoe ainda de equipamento informatico adequado ao trabalho a realizar.
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Esta sala possui uma ligacdo direta lateral a zona de armazenamento, em particular ao
armazém central. Neste encontram-se prateleiras onde os medicamentos sdao dispostos nas
suas embalagens originais, por ordem alfabética. Estao presentes também frigorificos e arcas
congeladoras, onde se arrumam os artigos que necessitam de frio, nhomeadamente vacinas,
insulinas, plasma e outros hemoderivados. Alimentacao parenteral, suplementos vitaminicos,
alimentacao entérica, pensos, pomadas e emplastros, entre outros, encontram-se também
nesta sala. Anexa a esta encontra-se a zona de rececao, com ligacao direta ao exterior. Aqui
encontram-se bancadas de trabalho, um frigorifico (para nao quebrar a cadeia de frio para os
produtos que o requeiram) e equipamento adequado a realizacao das tarefas designadas. No
extremo do servico encontra-se o armazém de produtos inflamaveis, com as caracteristicas

descritas e o armazém de grandes volumes.

Exterior a area de armazenamento, de frente para a sala de preparacao dos circuitos de
distribuicdo, encontra-se a sala dos estagiarios, um gabinete de apoio ao trabalho realizado
por aqueles que frequentam o servico com o intuito de terminar a sua formacao, tanto na
area das Ciéncias Farmacéuticas como de Farmacia. A direita desta, da mesma perspetiva
inicial, encontra-se a area de preparacgdes estéreis, onde se faz a preparacao de citostaticos.
Este tipo de medicamentos é armazenado nesta sala. A mesma possui uma antecamara que
liga a sala de preparacao propriamente dita, devidamente equipada (o equipamento presente
sera descrito adiante). O servico conta ainda com uma sala de desinfecao, lateral a esta area,

onde todos os equipamentos que entram no servico sao limpos e desinfetados.

2.2. Recursos Humanos

O bom funcionamento dos Servicos Farmacéuticos do Hospital Sousa Martins depende
inteiramente da dedicada equipa de 22 colaboradores que dispée. Os recursos humanos sao a
chave de sucesso em qualquer servico. O responsavel pelos SF é o Dr. Jorge Aperta, que tem a
seu cargo todas as atividades de gestao, planeamento, e representacao do servico perante as
autoridades administrativas do hospital. Este é o responsavel pela organizacdo e districao de
funcées pelos demais colaboradores. Os SF dispdem de 9 Farmacéuticos, dispostos por
diversas areas funcionais e servicos, 6 Técnicos de Farmacia, 4 administrativos e 4 auxiliares
de servico. O servico inclui um chefe de divisdao, que substitui o Dr. Jorge Aperta nos seus
compromissos e impedimentos. Cada area funcional tem, como referido, um Farmacéutico

responsavel.

O Farmacéutico do setor de aquisicoes gere os stocks, realiza as encomendas, gera
encomendas e notas de encomenda. E o responsavel por supervisionar os consumos e realizar
0s orcamentos com base nos consumos previstos. Esta acao é fundamental para a boa gestao

dos SF. A aquisicdo de medicamentos imprevistos ou fora do orcamentado inicialmente é
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também sua responsabilidade, bem como medicamento que requeiram uma Autorizacao de

Utilizacao Especial.

Os Farmacéuticos do setor da distribuicdo sdo os responsaveis pela validacdo da medicacao
distribuida por dose unitaria. A cada um destes estdo atribuidos diferentes servicos. A
conferéncia da medicacdo preparada pela parte técnica é também responsabilidade destes
Farmacéuticos. Estes devem monitorizar as concentracoes séricas dos farmacos que o
requeiram e assegurar que a terapéutica individualizada é a mais adequada. S&o os

responsaveis pela medicacao que sai das instalacoes dos SF.

Também para o setor da farmacotecnia e preparacdo de citotoxicos ha um Farmacéutico
responsavel. Embora a primeira seja praticamente nula, fruto da industrializacao da
medicacdo, a segunda continua a ser uma fundamental parte do quotidiano do Farmacéutico,
sendo necessario preparar este tipo de medicacdo praticamente todos os dias. Garantir as
condicoes de preparacao e manipulacdo de medicamentos, bem como assegurar a existéncia
de protocolos e procedimentos bem definidos, controlo de qualidade e registo adequado sao

respeitantes ao Farmacéutico deste setor.

O setor técnico é responsavel pela preparacdo da medicacao individualizada e reposicao por
distribuicao tradicional e por stocks nivelados. A arrumacao da medicacao no armazém geral
e rececao da mesma também sao responsabilidades destes profissionais. Sao assistidos nas
suas funcdes por assistentes operacionais, nomeadamente na distribuicao da medicacao pelos

servicos.

3. Circuito do Medicamento em Farmacia Hospitalar

3.1. Selecao e Aquisicao

A selecéo e aquisicao de medicacao é responsabilidade dos Farmacéuticos. No Hospital Sousa
Martins hd um profissional dedicado apenas a esta gestdo. E primaria responsabilidade deste
Farmacéutico a adequada gestdo de stocks, conhecimento dos medicamentos existentes e
necessidades atuais, previsao de consumos, elaboracao de pedidos de compra e notas de
encomenda e autorizacao para aquisicao de medicamentos passiveis de autorizacdo especial.
E fundamental garantir também o controlo dos prazos de validades e as condicdes de
armazenamento dos varios medicamentos existentes. A atividade deste setor é regulada pela
Portaria n° 155/2007 e pelo Despacho n°® 16206/2013 (116,117).

A aquisicao de medicacao a nivel hospitalar baseia-se em previsdes de consumo. Existe um
orcamento anual, revisto com a mesma periodicidade, cuja elaboracao tem em vista os gastos
relativos ao ano anterior, antevendo potenciais alteracoes. Este orcamento devera ser

elaborado mediante a analise do conjunto de patologias mais frequentes no Hospital Sousa
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Martins, bem como uma avaliacdo dos doentes potenciais que ira tratar. Tenta-se que o
orcamento seja o mais proximo possivel da realidade e varias analises sdo feitas nesse
sentido. Esta estabelecido que se recorre a um sistema de analise denominado de TOP N,
semelhante a analise ABC, que, de forma muito redutora, determina que apenas 20% das
referéncias utilizadas no Hospital consomem 80% dos recursos financeiros. Este tipo de analise
é fundamental para conhecer os produtos de maior rotacdo e com isto constituir estimativas
mais fidedignas em termos daquilo que serao os gastos previstos. Apesar de ser um Hospital
de pequena/média dimensao, o orcamento geral dos SF é superior a 8 milhdes de euros. Uma
adequada gestao do erario publico é fundamental, sendo necessario um controlo apertado
para garantir a execucao do orcamentado. A cada farmaco é cabimentado um determinado

valor a partir das analises referidas.

A compra propriamente dita é feita mediante acordo com os Servicos Partilhados do
Ministério da Saude, através de plataforma online. Os SPMS organizam os farmacos em grupos
farmacoterapéuticos. Para cada farmaco, estdao disponiveis um ou mais fornecedores, que
foram aprovados pelo Ministério. Ainda assim, a compra tem de originar numa necessidade
comprovada, e por isso tem de ser autorizada pelo Conselho de Administracao do Hospital.
Para cada aquisicao é entao aberto um concurso que pode ter uma ou mais posi¢cdes. Cada
fornecedor apresenta uma proposta para uma ou mais dessas posicoes. Dentro do concurso é
o Hospital que define as regras. Por imposicao legal, este apenas pode aplicar critérios de
exclusao. Em funcao do catalogo do SPMS esta definido um valor maximo unitario, que nao
pode ser ultrapassado. Apds a entrega das propostas, o servico responsavel ordena os
candidatos e atribui a posicdo a um dado fornecedor. O critério passa sobretudo pelo valor
econdmico da transacdo. Apos a publicacao dos resultados, o fornecedor tem 5 dias para
apresentar uma reclamacao junto do servico, que pode ser ou nao deferida. A decisao final

para a compra esta sempre remetida para o Conselho de Administracao.

A aquisicao pode ser ainda realizada por ajuste direto, sendo que nesta situacao nao é
necessario passar por um concurso publico para dar inicio a aquisicao. No entanto o valor
maximo da transacdo ndo pode passar os 75000€. Todas as transacbes acima de 10000€
implicam a assinatura dum contrato vinculativo de prestacao de servicos ou produtos entre o
Hospital e o fornecedor. Contratos celebrados acima de 350000€ requerem aprovacao prévia
pelo Tribunal de Contas. Antes de ser executada uma encomenda é necessario obter uma

folha de compromisso - uma garantia de execucao do pagamento,

Com frequéncia sao necessarios medicamentos de Autorizacao de Utilizacdo Excecional. Estes
sao medicamentos que por varios motivos ainda nao se encontram dentro do Formulario
Hospitalar Nacional, seja por necessitarem ainda de aprovacao ou por requererem ainda
avaliacao econdémica. Nestes casos, o clinico tem de requerer o farmaco em questao, tendo

de ser o pedido remetido ao INFARMED e a Comissdao de Farmacia e Terapéutica.
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3.2. Rececao

Os medicamentos e demais produtos, fornecidos por distribuidores e laboratérios, dao
entrada através da area especifica para o efeito, dispondo esta de uma porta de entrada
direta para o exterior, que consta de um cais de cargas e descargas coberto. Por lei, a
medicacao é entregue com uma guia de remessa, onde se encontram discriminados todos os
artigos da encomenda, devidamente identificados e quantificados. O ato de rececao, embora
nao seja competéncia exclusiva e direta de Farmacéutico, envolve a conferéncia de todos os
produtos recebidos, em concordancia com a guia de remessa, que por sua vez corresponde a
nota de encomenda realizada pelo Farmacéutico responsavel pela aquisicdo. Todas as
entradas tém de ser devidamente registadas e garantidas as adequadas condicdoes de
armazenamento. Na zona de rececdo encontra-se equipamento informatico e varios balcdes e
mesas onde se dispbe a medicacdo. Dispbe também dum frigorifico, para armazenar os
produtos que necessitem de frio, enquanto os mesmos nao sao transladados para local
respetivo. A zona de rececao, como previamente referido, conflui o armazém central, o
armazém de grandes volumes e o armazém de inflamaveis. Estas areas dispdoem de
caracteristicas adequadas que serdo especificadas adiante. Toda a documentacéo resultante

do ato de entrega devera ser entregue aos servicos administrativos da farmacia.

3.3. Armazenamento

A medicacao na farmacia hospitalar, pela dimensao e quantidade, é arrumada de forma muito
diferente em comparacdao com a farmacia comunitaria. De forma geral, é preciso garantir
condicoes de armazenamento adequadas, garantindo uma temperatura maxima de 25°,
humidade inferior a 60° e protecao da luz solar direta. Com efeito, nos SF da ULS da Guarda,
o armazém central consiste duma sala isolada do frio e do calor, sem janelas para o exterior,
dotada de equipamentos de refrigeracao e aquecimento e com multiplos sensores que
garantem a manutencao das condicoes ideais. Neste armazém encontra-se uma série de
prateleiras de grande dimensédo, onde a medicacao é arrumada por ordem alfabética de DCI,
ainda que, sendo mantida nas embalagens originais, tenha um nome comercial diferente.
Todo e qualquer medicamento aqui arrumado tem de estar devidamente identificado. Assim
cada produto dispoe de uma etiqueta que marca o correto local de armazenamento, onde
consta o nome comum, forma farmacéutica e dose. Esta etiqueta ainda contém informacao
sobre a dose da forma farmacéutica e sinais de alerta caso se trate de medicacdo perigosa. A
escrita do principio ativo tem em consideracao as regras de nomenclatura LASA, Look Alike
Sound Alike, as prateleiras verticais servem para a arrumacao de medicacdo comum. Além
destas, encontram-se prateleiras para produtos especiais, nomeadamente anticoncetivos,
como pilulas, preservativos, dispositivos intrauterinos, anéis vaginais e outros, medicamentos
de elevada rotacao, i.e., medicamentos de uso recorrente, agilizando a sua procura e
arrumacao e ainda produtos dietéticos, como dietas entéricas e parenterais. Uma outra

prateleira armazena todos os pensos, emplastros, apositos e demais produtos de aplicacao
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topica com cariz medicamentoso ou nao. Encostados as paredes estao os diversos frigorificos
onde sao armazenados produtos varios como vacinas, insulinas e outros. A temperatura
definida encontra-se entre os 2° C e os 8° C, isento de condensacao da humidade. Estes
equipamentos dispoem de sensores adequados para monitorizar a temperatura e disparar
alarmes em caso de falha. Encontra-se ainda uma arca frigorifica, com fecho de chave, onde
se encontra armazenado o plasma a uma temperatura de -40° C, com controlo e registo de
temperatura. Por fim, existem armarios fechados com chave, para armazenamento de
benzodiazepinas, um cofre de grandes dimensdes onde se encontram os estupefacientes e um
outro onde se encontra a medicacao dos doentes com Hepatite C, pelo enorme custo

associada a esta terapéutica.

No armazém de inflamaveis encontram-se os produtos que pelas caracteristicas quimicas
sejam passiveis de possuir qualquer grau de perigosidade. E aqui que se arrumam também
alguns desinfetantes de maior dimensao. Este armazém possui caracteristicas particulares,
nomeadamente um reforco estrutural e uma porta que apenas abre para o interior. Tem

ainda um detetor de fumos e chuveiro de deflagracao automatica.

O armazém de grandes volumes ocupa uma sala de dimensdao adequada ao transporte,
manuseamento e armazenamento de grandes quantidades de embalagens individuais de soros
de tipos diversos. De acordo com as boas praticas em vigor, existe espaco suficiente para o

transporte de paletes.

0 armazenamento de citotdxicos é feito em armario e frigorifico proprio, na area de
preparacao especifica a este tipo de farmacos e segregada do circuito normal de
manuseamento. Neste local existe um kit de emergéncia, que esta colocado em local visivel,

Chemoprotect® Spill Box.

O armazenamento e condicionamento de medicamentos em farmacia hospitalar é definido
pelo DL n°® 75/2013 e pelo Despacho n°® 10302/2009 (118,119).

3.4. Distribuicao

Toda a medicacdo que circula na rede que constitui a ULS da Guarda, nomeadamente no
Hospital Sousa Martins, Hospital Nossa Senhora da Assuncao e nos 13 centros de saude do
distrito, parte dos Servicos Farmacéuticos de Hospital Sousa Martins. O circuito de
distribuicao dentro duma ULS é, portanto, muito mais abrangente do que seria dentro dum so
hospital. A distribuicdo constitui assim a parte mais visivel do trabalho do Farmacéutico
dentro dum hospital. E este servico que assegura que cada medicamento serd entregue nas
condicoes ideais a cada um dos doentes do hospital, através de diversas formas e

metodologias.
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A forma mais eficaz e segura de distribuir medicamentos, garantido adequadas condicées de
seguranca de entregar a medicacdo é a distribuicdo diaria individual em dose unitaria,
constituindo também esta a forma mais laboriosa e consumidora de tempo. No entanto, este
sistema de distribuicdo nao se mostra adequado para todos os servicos hospitalares, sendo
necessario distinguir outros sistemas de distribuicdo que garantam que todos os servicos
hospitalares tém a medicacao necessaria, seja para administracdo de urgéncia ou de rotina.
Por esse motivo € necessaria a distribuicdo de medicamentos pela via “tradicional”. Por outro
lado, ha medicacdao que, pelas suas caracteristicas, apenas pode ser dispensada a nivel
hospital, a doentes externos. Tal constitui a distribuicdo em ambulatorio, sendo incluida pelo

autor neste segmento por representar uma das formas de saida de medicacao dos SF.

Nos segmentos seguintes sao discutidas as potenciais vantagens e desvantagens de cada
sistema. Alguns destes sistemas tornam minima a intervencdo do Farmacéutico, sendo
desaproveitado o potencial que este profissional de salde pode ter dentro duma unidade de

saude.

A distribuicdo de medicamentos implica uma prescricdio médica, embora nao haja
necessariamente uma validacdo da receita pelo Farmacéutico nalguns sistemas de
distribuicao, em meio hospitalar. Nestas situacoes a medicacao prescrita € administrada pela
parte de enfermagem, recorrendo aos stocks proprios. Atualmente, e ha relativamente pouco
tempo, a prescricdo passou a ser inteiramente eletrdnica, diminuindo os gastos com papel e
facilitando a logistica através da informatizacdao. No entanto, verifica-se alguma diminuicao
da interacao entre o clinico e o Farmacéutico, que antigamente se deslocava aos servicos
para ir buscar a prescricdo médica, na forma de tickets. Por outro lado, a informatizacao
total da prescricdo permite que os registos sejam vinculativos e inalteraveis, evitando
problemas como a caligrafia dificil ou adulteracao da prescricdo. Deste modo, reduzem-se os

erros com dosagem, nomeadamente a nivel da dose, posologia, forma farmacéutica e outros.

3.4.1. Tradicional/Classica

A distribuicao tradicional constitui a forma de distribuicio em que a intervencao do
Farmacéutico é praticamente inexistente. Nos servicos em que a dispensa por distribuicao
individual diaria em dose unitaria nao seja viavel, pela elevada rotacdo de doentes ou por
apresentar necessidades especiais, sendo necessario manter um stock de medicacao, recorre-
se a distribuicdo tradicional. Os servicos de urgéncia ou pediatria sao exemplos de servicos

que recorrem a este sistema.

Na distribuicao classica, o servico, geralmente na pessoa do enfermeiro-chefe, requisita aos

SF uma quantidade definida de medicacao e outros produtos, que considere serem suficientes
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para as necessidades do servico para um espaco de tempo definido, geralmente uma semana.
Em caso de necessidade, poderao ser feitos pedidos extraordinarios. O Farmacéutico procede
a validacdo do pedido, verificando apenas se ndo existe alguma discrepancia ou exagero
relativamente ao normal, procedendo a parte técnica a preparacao do pedido. Este devera

ser depois conferido na presenca do Farmacéutico e remetido ao servico requisitante.

Apesar da sua simplicidade, nao ha qualquer tipo de controlo sobre as quantidades enviadas
relativamente as realmente utilizadas. Este aspeto nao permite a rentabilizacdao dos recursos
escassos existentes, permitindo ou favorecendo o desperdicio. A medicacdo e produtos
enviados deverao seguir em dose unitaria, seguindo as boas praticas estabelecidas, sempre

que possivel.

3.4.2. Reposicao por stock nivelado

A distribuicao mediante reposicao por stock nivelado constitui uma variante da distribuicao
tradicional. Mediante acordo entre os SF e o responsavel pelo servico, é definido um stock
fixo para o0 mesmo, com base na previsao das necessidades especificas durante um periodo de
tempo definido, geralmente uma semana. A cada semana verifica-se a quantidade existente a
nivel do servico e o pedido reflete as necessidades de reposicao até ao nivel previamente
estabelecido. Este sistema ja implica um certo nivel de controlo dos gastos por parte dos SF,
sendo por isso preferivel a distribuicdo tradicional. O Farmacéutico devera analisar os stocks
periodicamente, e avaliar a necessidade de alteracées com base nos consumos. Antes de ser

enviada ao servico, a medicacao a dispensar devera ser conferida pelo Farmacéutico.

3.4.3. Distribuicao Individual Diaria em Dose Unitaria

Como referido, trata-se do mais eficaz e seguro sistema de distribuicdo de medicacdao em
contexto hospitalar. Este sistema requer que a maioria da medicacao esteja disponivel em
dose individual. O sistema de reembalamento existente no servico permite colmatar os casos
em que o fabricante ndo forneca ja a medicacdao nesta forma, ou ndo forneca na dose
desejada. Quando a medicacao se encontra em blister individual, apenas é requerida a sua
etiquetagem para garantir a correta identificacdo e rastreabilidade de todos os
medicamentos. Em cada dose unitaria, assim sendo, tem de constar o nome por DCl, a dose, a
validade e o lote de medicacao. Esta informacao consta tanto nos blisters de reembalagem
como nas etiquetas adicionadas a medicamentos que venham embalados individualmente de
origem (blisters vulgares com varias unidades). A distribuicao de medicamentos é feita para
cobrir as necessidades de 24 horas de tratamento e deve estar individualizada por toma,
idealmente. Os SF do Hospital Sousa Martins funcionam continuamente, no entanto, algumas

das suas valéncias, como a preparacdo de medicacdo em dose unitaria, ndo funcionam em
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dias ndo uteis. Por esse motivo, nestes dias, a medicacado tem de ser preparada

antecipadamente.

Na distribuicao individual diaria em dose unitaria, todo o circuito comeca com a prescricao
médica, que surge como uma alteracao marcada a vermelho sobre o nome do doente, estando
ordenados por servico. Cada Farmacéutico tem a seu cargo varios servicos e é responsavel
pela validacao da medicacao dos mesmos. O Farmacéutico verifica a prescricdo médica (ou as
alteracbes na prescricdo ja existente), garantindo a ndo existéncia de duplicacdo da
terapéutica, interacdes, posologias inadequadas ou quaisquer outros problemas relativos a
terapéutica. Perante a existéncia de medicacdo com estreita margem terapéutica, ou cujo
efeito seja concentracdo dependente, como a vancomicina ou gentamicina, cabe ao
Farmacéutico tomar diligéncias para caracterizar os niveis sanguineos e sugerir alteracoes
com base nos dados obtidos. Em caso de divida ou detecdao de problema, o clinico é

contactado.

Seguindo um horario estabelecido, os armarios de medicacao individualizada sdo recolhidos
dos servicos e levados até aos SF, onde sao limpos e preparados, de acordo com horarios
previamente acordados. Apds a validacao e processamento da prescricao médica, por parte
do Farmacéutico, os técnicos de farmacia podem comecar a preparar a medicacao. O sistema
informatico permite o registo automatico de todas as prescricoes e validacdes, permitindo o

arquivo dos dados.

Apos a preparacao da medicacao nos modulos de dose unitaria, é necessario conferir toda a
medicacdao. Apesar de a mesma ser preparada pela parte técnica, é responsabilidade do
Farmacéutico, em Gltima instancia, garantir que todos os doentes a seu cargo recebem a
medicacdo certa. Apos a conferéncia da dose unitaria, feita de forma cruzada (um
Farmacéutico confere o servico de outro colega), a medicacdo pode ser entado entregue as
enfermarias, onde todas as administracdes sao registadas no mesmo software que permite a
validacao e dispensa, ficando a informacao disponivel para os profissionais de salde

envolvidos.

A titulo de excecdao refere-se o caso do servico de cuidados intensivos, que pela
particularidade da medicacao que envolve, frequentemente recorrendo a perfusdo sanguinea,
dietas parentéricas entre outros aspetos, utiliza um sistema diferente, sendo o pedido
enviado via eletronica, impresso na hora e validado pelo Farmacéutico responsavel, sendo
transcritos para formularios proprios que sao depois entregues a parte técnica, para a sua

preparacao. Os demais procedimentos sao inalterados.
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3.4.4. Distribuicio e Controlo de Benzodiazepinas, Psicotropicos e

Hemoderivados

A distribuicao destes farmacos segue um percurso completamente diferente. Sendo farmacos
que requerem um controlo e atencao especiais, a sua dispensa esta a cargo de um
Farmacéutico apenas. Assim, e apesar de muitos doentes terem benzodiazepinas ou
psicotropicos prescritos, independentemente do servico onde se encontram, a validacao nao

inclui estes farmacos, nem estes sdo distribuidos em formato unidose a cada doente.

A distribuicdo de benzodiazepinas, psicotropicos e hemoderivados nao recorre a programa
informatico integrado como os demais, utilizando-se um registo manual em formulario

especifico para controlar e registar as saidas destes.

Em funcdo das necessidades e dos consumos habituais, € dispensada a cada servico uma
quantidade especifica de um determinado farmaco do grupo das benzodiazepinas e
psicotropicos. Para isso, o enfermeiro chefe requisita aos SF a dispensa de uma quantidade
definida de um dado medicamento, para cada dose e forma farmacéutica especifica. O
Farmacéutico responsavel prepara entao um formulario duplo, autocopiativo, onde se regista
o0 servico, a quantidade e identifica-se o medicamento em questao, indicando a DCl e a dose.
Neste formulario, cujo original € mantido na farmacia e a copia € entregue ao enfermeiro em
questdo, é obrigatorio registar todas as administracoes desse mesmo medicamento, sendo
que quando a quantidade dispensada foi toda administrada o formulario é devolvido a
farmacia para conferéncia. Toda a administracao carece, obviamente, de prescricio médica.
A medicacao deste tipo, tal como nos SF, é armazenada de forma segregada da restante a

nivel dos diversos servicos, em armario fechado.

O caso dos medicamentos hemoderivados, um grupo muito especifico de farmacos, definido
como “proteinas plasmaticas de interesse terapéutico que nao se podem sintetizar por
métodos convencionais” (120). Sao considerados essenciais quatro hemoderivados,
nomeadamente a albumina humana, imunoglobulinas poliespecificas e os fatores de
coagulacao VIII e IX. A dispensa de hemoderivados segue um circuito separado, pelas suas
caracteristicas e vicissitudes. Em primeiro lugar, é obrigatorio um registo de entrada
especifico, onde sao identificados os lotes de fabricos e armazenados os certificados de
analise, fornecidos pelo INFARMED. Todo os medicamentos considerados hemoderivados
passam pelo crivo da autoridade do medicamento. Os registos de analise sao armazenados por
um periodo de 50 anos, dada a origem bioldgica destes farmacos. E necessario o
preenchimento dum formulario especifico, sendo obrigatoria a identificacao do doente, com
todos os dados referentes a este, a justificacao clinica e médico prescritor. A administracao e
quantidades dispensadas sao alvo de registo. O formulario é autocopiativo e uma das vias fica

armazenada na farmacia e a outra é entregue ao servico requisitante.
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3.4.5. Ambulatorio

Os SF ndo tém apenas a funcao de gerir e dispensar a medicacdo dentro do hospital. A
dispensa de medicamentos a doentes externos, em regime de ambulatoério surge por diversos
motivos, nomeadamente a gestio de terapéutica com margem terapéutica estreita, seriedade
ou cronicidade da patologia envolvida. Nestas situacdes o papel do Farmacéutico é de
extrema importancia, complementando o clinico. Esta dispensa estd prevista no caso de
algumas patologias particulares, descritas abaixo, terapéuticas toxicas, de elevado valor
financeiro ou ainda em comprovada quebra do medicamento em questdao no mercado
farmacéutico normal, estando prevista a dispensa em caso de emergéncia, sendo esta uma

situacdo infrequente e de Ultimo recurso.

De acordo com as boas praticas vigentes, o Farmacéutico é responsavel pela distribuicdo e
controlo da medicacao ao doente externos, sendo necessario elaborar um registo de perfil
farmacoterapéutico para esse efeito. Estdo disponiveis procedimentos e protocolos de

dispensa da medicacao necessaria.

No Hospital Sousa Martins, existe uma area de ligacdo direta ao exterior com um balcao de
atendimento direto. Por esta zona chegam os utentes para a dispensa, mas também os
diversos pedidos de levantamento para os varios servicos do hospital. Apesar deste Hospital
ter sido construido de raiz, esta area nao corresponde ao recomendado pelo INFARMED nem
pela Ordem dos Farmacéuticos. Pela possibilidade de alguma da medicacédo dispensada servir
para o tratamento de doencas que acarretem algum estigma social, a dispensa seria feita
idealmente em condicdes que permitam a confidencialidade, algo que nao se verifica nestas
instalacées. As condicdes habituais de luminosidade, temperatura e humidade estao
garantidas. Esta disponivel um equipamento informatico com bases de dados cientificas e
registos dos utentes, incluindo, quando possivel, a medicacdao dispensada, diagnosticos,

clinico prescritor e reacoes adversas.

A maioria da medicacdo dispensada a nivel hospitalar € gratuita, havendo legislacdo
especifica nesse sentido. Medicamentos como os fatores anti-hemofilicos, antineoplasicos,
turberculoestaticos, antilepréticos, hormonas de crescimentos, medicamentos para fibrose
quistica, lupus, hemofilia, hemoglobinopatias, antivirais para o VIH, eritropoietina,
octreotido, medicamentos para doentes com paramiloidose e outros sao de distribuicao
gratuita, ou tendencialmente gratuita, e simultaneamente sao medicamentos que requerem
um controlo especial. A dispensa gratuita da medicacao para estas patologias esta
dependente da inclusdo do medicamento em questdo na listagem anual publicada em Diario

da Republica.

Aquando da dispensa propriamente dita, o Farmacéutico tem como obrigacdo a promocao do

uso responsavel e correto da medicacdo prescrita, garantindo que o doente se encontra
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munido de toda a informacao relativa ao uso do medicamento, homeadamente a posologia,
via de administracdo e expectaveis efeitos secundarios. Para isso é fundamental o
Farmacéutico dispor de fontes de informacdo credenciadas e fidedignas que permitam
assegurar a qualidade da informacao transmitida ao doente. A funcao educativa do
Farmacéutico é de primordial importancia. Estao previstas guidelines que enumeram os dados
relativos a medicacdo que os doentes devem conhecer. Na pratica, a informacao verbal é
fundamental, devendo ser reforcada, sempre que possivel, com informacdo escrita. O
Farmacéutico deve assim assegurar que o utente deixa as instalacées na posse de toda a

informacao para efetuar a sua terapéutica de forma responsavel e cuidada.

Ao doente é pedida a apresentacdo da receita médica, de acordo com o disposto no Despacho
n° 13382/2012, e apenas apos o Farmacéutico verificar todos os dados necessarios,
nomeadamente um cartao fornecido pelo mesmo na primeira dispensa, entrega-se a
medicacao necessaria. Este cartdo permite a dispensa a pessoas que nao o utente, frequente
em caso de doentes acamados ou invalidos, sendo necessaria a identificacdo completa do
individuo que levanta a medicacdo. Na primeira dispensa é assinado também um termo de
responsabilidade, de forma a garantir uma dispensa responsavel de medicacao. Geralmente,
os doentes servidos na dispensa em ambulatorio sdao doentes que estiveram internados no
Hospital Sousa Martins ou seguidos em consultas de especialidade, sendo referenciados pelo
médico de familia. Como excecdo, podemos distinguir os medicamentos biologicos, que

podem ser prescritos por médicos que nao os do Hospital (121).

Em virtude de o doente ser visto por médico geralmente apenas de meio em meio ano, a
receita para dispensa em farmacia hospitalar tem de indicar a data da consulta em que foi
feita a prescricdo e também a data da préxima consulta. Assim sendo, a dispensa até a
proxima consulta é feita recorrendo sempre a mesma receita, de forma mensal, por
imposicao da legislacdo em vigor, para evitar desperdicio e mau uso. Na receita sera escrita

no verso a data de cada dispensa.

Alguma da medicacdo dispensada em farmacia hospitalar nao é legislada, sendo necessaria
autorizacao por parte da direcao clinica do Hospital e com o conhecimento da Comissdo de
Farmacia e Terapéutica. Toda a medicacdo esta incluida no Formulario de Medicacéo
Hospitalar. Se for necessario pode-se elaborar uma adenda ao Formulario. Trimestralmente é
elaborado um relatério da medicacao sujeita a Autorizacdo Excecional de Utilizacdo, que é

dispensada nos SF.

Relativamente a dispensa de produtos de nutricao, verificou-se num passado recente um
consumo e dispensa excessiva destes, implicando um gasto significativo para os SF. Assim
sendo, a CFT interveio no sentido de criar critérios diferenciadores para a dispensa deste tipo

de produtos. Assim sendo, é necessaria uma aprovacao do médico prescritor, bem como uma
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avaliacao pelo gabinete de nutricao do hospital e ainda um parecer do assistente social em
conforme o utente nao tem capacidade econdémica para suportar os custos associados a este

tipo de produtos, que se encontram a venda no contexto de farmacia comunitaria.

4. Preparacao e Controlo de Produtos Farmacéuticos

4.1. Generalidades

Apesar de a manipulacdao de medicacao propriamente dita ser, hoje em dia, praticamente
depreciavel, tanto em farmacia hospitalar como em farmacia comunitaria, é necessario ter
disponivel um espaco adequado para a referida manipulacdo e todo o equipamento
fundamental de laboratério. Geralmente as preparacoes efetuadas sdo realizadas para
utilizacao para um doente ou situacao especifica, podendo haver preparacées realizadas com
antecedéncia para doentes potenciais. Todas as manipulacoes sao realizadas tendo em mente
o sistema de gestao de qualidade estabelecido, que implica a atribuicao de responsabilidades,
procedimentos, protocolos e recursos necessarios ao bom funcionamento do servico. Este
sistema aplica-se a varios tipos de atividades. A area de preparacdes estéreis esta atribuido
um Farmacéutico com competéncias exclusivas e bem definidas pela direcao do servico. Deve
ser garantida a formacao continua do profissional desta area. Em cada local de preparacao ou

manipulacao de medicamentos encontram-se guidelines e registos adequados.

A preparacao e manipulacdo de medicamentos esta regida por uma série de cuidados
especiais, pela natureza a que se destinam. Nesse sentido os profissionais que operam neste
campo devem zelar e manter a limpeza e higiene dos locais de trabalho e comunicar qualquer
problema de salde, particularmente de foro infecioso, que possa resultar em contaminacgao.
Salvo situagbes excecionais, ndo deve ser permitida a entrada a pessoas estranhas ao servico,
sendo a zona de preparagdes estéreis, nomeadamente de citotoxicos, de entrada proibida.
Estas medidas vao também no sentido de proteger também o Farmacéutico responsavel, pelo
potencial perigo de manuseamento de alguma medicacdao. De acordo com as boas praticas
estabelecidas, também o pessoal responsavel pela manutencdo e limpeza deve receber

formacao adequada.

De forma geral, as areas que envolvem a preparacao de medicacdo requerem cuidados
especiais, nomeadamente um apertado controlo das condicées de higiene, humidade e
temperatura. Todo o equipamento a utilizar devera ser desinfetado com regularidade ou
mantido em condicdes de assepsia. Existem instrucées sobre a limpeza e manutencao dos

equipamentos, estando as mesmas colocadas em local visivel.

As matérias primas devem ser provenientes de laboratorios certificados e idealmente seriam
analisadas nas instalacdes dos SF. No entanto, os SF do Hospital Sousa Martins nao dispéem de

laboratério de analise proprio. Um registo adequado dos certificados de analises fornecidos
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pelos fabricantes e distribuidores deve ser mantido, em virtude de poder ser necessario
rastrear qualquer lote de matéria prima. As matérias primas deverao ser mantidas em
condicOes ideais, segregadas dos restantes medicamentos. O material de acondicionamento
primario do medicamento manipulado/produto farmacéutico deve ser sujeito ao mesmo tipo
de controlo da matéria prima. Todo e qualquer produto farmacéutico contém um rétulo que
devera conter toda a informacdo necessaria, devendo permitir o rastreamento do produto

produzido, validade, identificacao do preparador e outros dados importantes.

4.2. Preparacao de Citotoxicos

A preparacdao de citotoxicos € um dos processos farmacéuticos mais importantes no
quotidiano dos SF do Hospital Sousa Martins. Aqui, um Farmacéutico tem atribuidas todas as
responsabilidades que envolvem a preparacdo, manipulacdo e suporte de registos
relacionados com estes farmacos. O elevado rigor e controlo necessarios associado a estas

preparacoes leva a que sejam necessarias medidas excecionais.

Isto leva a que toda e qualquer operacdo realizada no ambito da preparacao de citotoxicos,
seja, em primeiro lugar, devidamente documentada e protocolada. Nas instalacdes proprias
para o efeito, ja descritas em seccdo anterior, encontramos todos os arquivos para o efeito.
Os procedimentos de limpeza, manutencao, preparacdao e utilizacdo dos equipamentos
encontram-se em lugares bem identificados e devem ser atualizados com frequéncia. A sala
onde se preparam os citotoxicos em si esta dotada dos equipamentos necessarios, tendo as
caracteristicas técnicas adequadas. A camara de fluxo laminar e todos os equipamentos aqui
disponiveis devem ser limpos em primeiro lugar, antes de qualquer preparacdao, por um
técnico devidamente preparado para o efeito, com equipamento de protecado individual. O
equipamento € assim limpo com etanol de 70°, devendo comecar do mais limpo para o mais
sujo e limpando em sentido descendente, ou seja, das superficies superiores para as
inferiores. O controlo ambiental nesta sala é elevado, sendo necessarios registos constantes
de temperatura, humidade e pressao. Semanalmente é realizado um controlo microbiologico,
sendo inoculadas placas de cultura para analise posterior em laboratério adequado. Para
garantir a protecao do preparador e do doente sao mantidos registos de tempo de
permanéncia dentro da sala de preparacao e registos de exposicao aos citotoxicos. Também
sao registados os lotes de todos os medicamentos preparados e materiais utilizados. Todos os

registos sao mantidos durante 5 anos.

Embora alguns citotoxicos sejam estaveis durante um periodo relativamente grande de
tempo, estes sao preparados para administracao diaria, quase imediata. Assim sendo, ao cabo
de cada semana, os servicos de enfermagem enviam para os SF uma listagem com os doentes
que se deslocardo ao Hospital Sousa Martins para receber tratamento quimioterapéutico na

semana seguinte. Nesta tabela encontram-se dados como a superficie corporal, peso, altura e

99



o diagnostico clinico do doente. Este hospital dedica-se a tratar essencialmente neoplasias de
trés areas: aparelho digestivo, respiratério e urinario. Neoplasias de outros tipos podem ser

tratadas neste hospital, mas os seus doentes sao geralmente seguidos noutros locais.

Ainda assim, o Farmacéutico nao inicia a preparacdao usando os dados desta tabela
diretamente. Os doentes comecam o dia sendo atendidos pelo seu médico assistente. Sao
realizadas varias analises para compreender como se encontra o estado de salude geral do
doente. Apenas depois de ser dada aprovacdao por parte do médico € que se inicia a
preparacdao do ciclo de quimioterapia. Geralmente ndao é administrado o ciclo de
quimioterapia caso o doente se apresente com uma infecao ativa ou apresente uma contagem
de linfocitos ou eritrocitos demasiado baixa. Nestes casos é frequentemente recomendada a
administracdo de eritropoietina ou um fator de crescimento de granulodcitos. Os clinicos
seguem um conjunto de protocolos para o tratamento de patologia neoplasica que seguem as
recomendacodes internacionais, nomeadamente pelo NCCN, National Comprehensive Cancer
Network. Durante o espaco da manha o Farmacéutico prepara as guias de preparacao, rotulos
e outros documentos necessarios para poder dar inicio a manipulacao de citotdxicos assim

que autorizado pelo médico.

A preparacdo do ciclo de quimioterapia é realizada com a maior atencao as condicoes
ambientais para a garantia e controlo de qualidade. Todo o material que entra na camara é
devidamente esterilizado. Deverao ser seguidas as guidelines na utilizacdo da camara de fluxo
de ar laminar. O Farmacéutico trabalha em colaboracdo com um técnico de diagnodstico e
terapéutica. Todos os preparados tém de ser verificados e validados pelo Farmacéutico antes
de serem libertados para administracao. Por motivos de seguranca e controlo, apenas foi

possivel observar a preparacao de citotdxicos através da janela designada para o efeito.

4.3. Farmacotecnia

A farmacotecnia, embora uma area fundamental da pratica farmacéutica, € hoje uma parte
quase insignificante da rotina farmacéutica. Assim sendo, e embora a existéncia dum
laboratorio devidamente equipado continue a ser obrigatoria, conforme ja descrito
anteriormente. Atualmente as operacdes farmacéuticas reduzem-se a preparacdo de alguns
xaropes e solucdes, embalagem de pds em papéis, descongelamento de plasma e outros

pequenos procedimentos.

Ainda assim, o controlo e garantia de qualidade continuam a ser fulcrais. Todos os
procedimentos estdao dependentes duma guia de preparacao, estando todos os registos
devidamente arquivados. As preparacoes efetuadas deverao ser rotuladas com lote,
formulacao, preparador, prazo de validade e outros dados relevantes. Tudo é passivel de ser

registado, para garantir a seguranca tanto do preparador como do doente. Esta estabelecido
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um sistema de gestdo da qualidade. As matérias primas e os equipamentos e materiais
utilizados sao sujeitos ao mesmo controlo, sendo necessario manter registos de analise e

garantir que as matérias primas utilizadas sao de laboratérios e fornecedores de confianca.

Na preparacao deve-se ter em consideracao todo o tipo de cuidados para evitar a
contaminacao dos preparados. Para o efeito devem estar especificados nos protocolos a
utilizar o tipo de precaucdes a ter em conta, fazendo isto parte do controlo de qualidade. As
zonas de trabalho devem estar delimitadas e todo o material devidamente identificado. Antes
de qualquer preparacao deve ser criada uma guia de preparacdo e um rotulo. A preparacao

deve ser confirmada, verificada e validada.

4.4. Reembalagem em Dose Unitaria

A reembalagem de medicacado é considerada um processo farmacéutico, estando sujeita ao
mesmo tipo de controlo e cuidado das demais preparacdes, nomeadamente no que diz
respeito a limpeza e manutencao do equipamento utilizado, embora seja responsabilidade da
parte técnica. No Hospital Sousa Martins existe uma sala especificamente para reembalagem,
onde se encontra equipamento proprio para o efeito e suporte informatico. A medicacao
sujeita ao processo de reembalagem é armazenada em unidose, em blister plastico, sendo
que cada dose unitaria tem de incluir a DCI, dose, lote e validade de forma obrigatoria. Além
disto, é sempre necessaria uma ficha de registo de reembalagem para permitir a
rastreabilidade das operacdes. Estes esforcos permitem evitar misturas e contaminacoes
cruzadas. A medicacao que vem de fabrica em blister individual ndo requer qualquer tipo de
reprocessamento, sendo, no entanto, obrigatéria a identificacao individual de cada
medicamento, motivo pelo qual a cada blister individual é colada uma etiqueta com a DClI,
dose, lote e validade do medicamento. Apesar de a reembalagem ser uma competéncia da
parte técnica, como referido, ao Farmacéutico compete definir a medicacdo que pode ser
reembalada e fragmentada, atentando que nem todas as formas farmacéuticas ou substancias
ativas sao passiveis de ser reembaladas. Todas estas operacdes sao de validacdo obrigatoria

por parte do Farmacéutico, como parte integrante do controlo de qualidade.

5. Participacdao do Farmacéutico no Acompanhamento Clinico

5.1. Visita Médica

Cada um dos Farmacéuticos tem, como referido, varios servicos a seu cargo. Sempre que
possivel, o Farmacéutico acompanha a visita médica semanal, estreitando relacées com os
demais profissionais de saude, nomeadamente médicos e enfermeiros. A visita médica
permite ao Farmacéutico o esclarecimento de dividas respeitantes a terapéutica prescrita e

relativas ao diagnostico clinico. Por outro lado, permite que os demais profissionais de salde
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possam esclarecer as suas duvidas junto do Farmacéutico. Esta aproximacdo tem a vista a

interdisciplinaridade e a promocao da salde do utente.

5.2. Farmacovigilancia

O Farmacéutico, enquanto responsavel maximo pelo medicamento, tem também a funcao de
monitorizar e reconhecer reacdes adversas ao uso de medicacdo. Este profissional tem,
portanto, o dever de atentar a quaisquer problemas que surjam durante o uso de terapéutica
medicamentosa. A farmacovigilancia corresponde ao estudo, identificacdo e monitorizacao de
reacoes adversas associadas a terapia medicamentosa. A identificacdo precoce de reacdes

adversas permite evitar problemas em maior escala.

Existe um sistema integrado de gestdao de farmacovigilancia, gerido pelo INFARMED, sendo
idealmente reportadas todas as reacdes adversas independentemente da sua gravidade. O
controle permite caracterizar o contexto em que surgem as reacoes adversas, nomeadamente

os fatores que podem afetar a etiologia da reacao.

A notificacdo faz-se através do preenchimento da Ficha de Notificacdo de Reacbes Adversas,
pelo profissional de salde e tem de incluir dados como o doente, a reacao adversa suspeita, a
terapéutica habitual, dados relevantes do historial, farmaco suspeito de desencadear a
reacao e identificacao do notificante. Este documento deve ser submetido num prazo nao
superior a 15 dias a autoridade competente (122-125). Atualmente o procedimento é

realizado via eletronica.

5.3. Participacao em Comissoes Técnicas do Hospital

O Farmacéutico, enquanto responsavel maximo pelo medicamento, é incluido em varias das
comissoes técnicas hospitalares, sendo o seu input valorizado pela qualidade e rigor cientifico
da informacao que presta. Assim sendo a presenca do Farmacéutico é obrigatoéria por Lei na
Comissdo de Farmacia e Terapéutica, na Comissao de Etica e no grupo de coordenacdo do
Programa de Prevencao e Controlo de Infecao e Resisténcia Antimicrobiana (PPCIRA), sendo a

presenca do Farmacéutico neste grupo opcional.

A Comissao de Farmacia e Terapéutica, regulada pelo Despacho n° 1083/2004, estabelece que
a CFT atua como “drgdo de ligacdo entre os servicos de acdo médica e os servicos
farmacéuticos”. A CFT tem a obrigacdo de garantir o cumprimento do formulario hospitalar
nacional do medicamento, analisar a relacao custo medicamento, pronunciar-se sobre a
medicacao prescrita aos doentes, quando requerido, monitorizar a prescricio médica e
propor alteracdes sobre as matérias pertinentes. A delineacao de estratégias para o controlo

de custos, que tém aumentado consideravelmente, leva a que a avaliacdo e selecdo de
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medicamentos a adquirir tenha de ser feita da forma mais criteriosa possivel. O Farmacéutico

desempenha um papel fulcral nesta comissao (126,127).

A Comissao de Etica, como definido no Decreto-Lei 97/95, compete zelar pela “observancia
de padroes de ética no exercicio das ciéncias médicas”. O intuito sera sempre proteger e
garantir a dignidade da vida humana. Estas comissdo tem uma composicao polidisciplinar,
estando um Farmacéutico integrado na mesma. Esta comissdo rege-se por um regulamento
interno criado pela mesma. Como fun¢des tem a regulacao e autorizacao para a realizacao de
ensaios clinicos, promover os principios gerais da bioética, reconhecer e validar a pertinéncia

de novos tratamentos e abordagens terapéuticas, entre outras (128).

5.4. Cuidado Farmacéutico

O trabalho dum Farmacéutico dentro dum Hospital nao se resume apenas a validacdo de
medicacao prescrita e subsequentemente dispensada. Como definido nas boas praticas a
“identificacao, prevencao e resolucao” de problemas existentes ou potenciais relacionados
com a terapéutica faz parte do papel integrado do Farmacéutico na promocéo da salde. O
primordial objetivo sera sempre a melhoria da qualidade de vida do doente. Este devera ser,
portanto, o principal objeto da atencao do profissional, e ndo apenas a prestacao dum servico

de forma robotizada.

Perante um doente, o Farmacéutico comeca por aceder aos dados disponiveis sobre este,
para determinar a existéncia de problemas relacionados com a terapéutica. Para esse fim é
necessario conhecer quais os objetivos terapéuticos especificamente para o doente em
questdo, com o propdsito de propor alternativas. Dando a conhecer toda a informacdo ao
doente, o Farmacéutico pode sugerir alteracées no esquema terapéutico, devendo contactar
0 médico sempre que considere importante. Uma avaliacao do trabalho realizado é sempre
necessaria, para determinar o impacto na vida do doente. A manutencdao dum sistema de

indicadores de qualidade é fundamental em qualquer servico.

O conceito de cuidado farmacéutico remete também para a atencdo que o Farmacéutico
presta na hora da validacdo, um trabalho de fundamental importancia para a promocao da
qualidade de vida e salde do doente, mas nao raras vezes esquecido ou relegado para

segundo plano.
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5.5. Prestacao de Informacao Relativa a Medicamentos

A elevada complexidade anexa a farmacologia, bem como a crescente quantidade de doentes
polimedicados leva a que cada vez mais o Farmacéutico seja um profissional crucial em
equipas de saude multidisciplinares. Todos os dias surgem novos medicamentos, descobrem-
se novas reacdes adversas e interacoes farmacoldgicas relevantes. Disponibilizar informacao
cientificamente correta e atualizada ao médico prescritor é fundamental para a promogao da
saude do doente. Ao Farmacéutico acresce, portanto, uma funcdo pedagdgica. Quando
confrontado com as duvidas de utentes e/ou clinicos este profissional mostra-se sempre

disponivel para auxiliar em quaisquer questoes levantadas.

Os conhecimentos transmitidos pelos Farmacéuticos devem ser sempre fundamentados com
bases de dados crediveis e fontes de informacao cientifica reconhecidas. O objetivo,
conforme definido nas boas praticas, sera “promover o uso seguro, eficaz e econdémico de
medicamentos, dispositivos médicos” e outros produtos de foro farmacéutico. O Farmacéutico
devera garantir que acompanha os mais recentes desenvolvimentos da area técnica da
Farmacologia e Terapéutica, sendo esta uma funcdo adicional de todos os profissionais dos SF
do Hospital Sousa Martins. Verifica-se que diariamente é recebida informacao, por via
eletronica ou postal, reportando os mais recentes desenvolvimentos e descobertas na area da
terapéutica. Esta é, portanto, uma area do conhecimento em constante mutacdo e
desenvolvimento, sendo necessaria a maxima atencdo para seguir os progressos. Nas
instalacoes dos SF sdo mantidos varios livros e fontes de informacao creditadas para consulta
interna. A nivel nacional existem varias estruturas capazes de auxiliar o Farmacéutico

Hospitalar no esclarecimento de duvidas.

6. Conclusao

A realizacdo do estagio terminado a 2 de junho de 2017, permitiu ao autor conhecer e
compreender um contexto completamente diferente daquele encontrado numa sala de aula.
De forma pratica e realista, o estagio permite um contacto presencial com as questoes

levantadas no exercicio de farmacia hospitalar.
O autor agradece a equipa dos Servicos Farmacéuticos, na pessoa do Dr. Jorge Aperta, pela

disponibilidade demonstrada para transmitir os seus conhecimentos. Apesar das dificuldades

acrescidas em realizar um estagio mais, o esforco foi reconhecidamente valioso.
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Anexos

O presente trabalho foi submetido para apresentacdo no Congresso Nacional dos
Farmacéuticos, que se celebrara nos dias 12 a 14 de outubro de 2017 no Centro de Congressos

de Lisboa:

Determination of phenolic compounds in Prunus avium L.: comparison of six sweet cherry
cultivars from Fundéo, Portugal
R. Ramos'; A.P Duarte'; E. Gallardo’

Phenolic Compounds are Bioaccessible from Prunus avium L. extract after a simulated in
vitro digestion
R. Ramos’; E. Gallardo'; A.P. Duarte’

' Centro de Investigacdo em Ciéncias da Saude, Universidade da Beira Interior (CICS-UBI),

Covilha, Portugal.

1. Anexo ao Capitulo I, Il. Parte Experimental, 3.2.1.
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Figura 6: cromatograma obtido para o padrao acido clorogénico. A=320 nm, TR=8,05 min.
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Figura 7: cromatograma obtido para o padrao acido galico. A=280 nm, TR=2,96 min.
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Figura 8: cromatograma obtido para o padrao acido p-coumarico. A=320 nm, TR=16,77 min.
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Figura 9: cromatograma obtido para o padréo cianidina-3-0-glicosideo. A=520 nm, TR=14,12 min.
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Figura 10: cromatograma obtido para o padrao cianidina. A=520 nm, TR=26,81 min.
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Figura 11: cromatograma obtido para o padrao epicatequina. A=280 nm, TR=12,31 min.
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Figura 12: cromatograma

min.

obtido para o padrdo quercetina-3-4’-di-O-glicosideo. A=520 nm, TR=15,92
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obtido para o padrao quercetina. A=360 nm, TR=39,96 min.
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Figura 14: cromatograma

obtido para o padrao rutina. A=360 nm, TR=22,95 min.
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Figura 15: cromatograma
A=280 nm.

obtido da injecao de solucao mae (0,1 mg/mL) contendo todos os padrées.
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Figura 16: cromatograma
A=320 nm.

obtido da injecao de solucao mae (0,1 mg/mL) contendo todos os padrées.
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Figura 17: cromatograma obtido da injecao de solucao mae (0,1 mg/mL)

A=360 nm.

contendo todos os padrées.
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Figura 18: cromatograma obtido da injecao de solucao mae (0,1 mg/mL) contendo todos os padrées.

A=520 nm.
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