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Resumo

O cancro da mama continua a ser uma das principais causas de morte entre as mulheres.
Sabe-se que o tipo de dieta adotada é um dos fatores que contribui para potenciar o risco de
desenvolvimento de cancro da mama hormono-dependente, influenciando nao s6 o

aparecimento como a progressao do mesmo.

O consumo de soja tem aumentado na alimentacdo ocidental. A soja é rica em
fitoestrogénios, os quais apresentam semelhancas estruturais e funcionais com os
estrogénios enddgenos, permitindo-lhes interagir com os recetores de estrogénios (ER).
Desta forma, podem ter um papel como substitutos hormonais, principalmente para

mulheres em p6s-menopausa.

Uma das estratégias para a terapia do cancro de mama pode passar pelo bloqueio da
atividade da aromatase, enzima responsavel pelos passos limitantes na biossintese dos
estrogénios. Desta forma, os inibidores da aromatase representam uma opc¢ao terapéutica

na pratica clinica.

O objetivo deste estudo consiste em compreender a influéncia dos compostos estrogénicos
17p-estradiol e de duas concentracoes de extrato de soja, na adesao celular e na atividade da
aromatase de células do cancro da mama MCF-7. De acordo com os objetivos propostos, a
adesao celular foi avaliada através da determinacdo de proteinas totais nas amostras e a
atividade especifica da aromatase foi determinada por fluorescéncia na presenca e auséncia
de um inibidor seletivo da aromatase (letrozol) com recurso ao Aromatase (CYP19A)

Activity Assay kit.

Os resultados mostram que os compostos em estudo nao impedem a adesao celular a
superficie de crescimento, nomeadamente, a concentracao mais elevada do extrato de soja
estudada promoveu uma maior adesao celular. Quanto a atividade especifica da aromatase
verificou-se que niveis mais altos do extrato de soja nao s6 aumentam a atividade desta

enzima em células de cancro da mama, como diminuiram a eficacia do letrozol.

De acordo com estes resultados, pode-se concluir que as doses terapéuticas do letrozol
podem nao ser suficientes para inibir a aromatase na presenca de soja. Desta forma, é
relevante estar alerta, pois os suplementos a base de soja podem promover a resisténcia a

terapéutica com letrozol.

Palavras-chave
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Abstract

Breast cancer remains one of the main causes of woman death. It is known that the type of
diet is one of the factors to enhance the development of breast cancer risk, influencing

cancer appearance but also its progression.

Soy consumption has increased in Western diet. Soy is rich in phytoestrogens which have
structural and functional similarities with endogenous estrogens. The phytoestrogens
interact with estrogen receptors (ER) and can be used as hormone substitutes mainly by

postmenopausal women.

Aromatase activity inhibition can also be one of the strategies for breast cancer therapy, as
this enzyme is responsible for limiting estrogens biosynthesis pathway. Thus, aromatase

inhibitors are a potential therapeutic approach for clinical practice.

The aim of this study is to understand the influence of estrogenic compounds 173-estradiol,
and two concentrations of soy extract in cell adhesion and in the aromatase activity of MCF-
7 breast cancer cells. For these goals different procedures were addressed, the cell adhesion
was studied through the determination of total proteins in the samples and the specific
aromatase activity was evaluated by fluorescence in presence and absence of selective

aromatase inhibitor, letrozole, using Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit.

The outcomes showed that 173-estradiol and soy extract does not prevent the cell adhesion.
In fact, the cells treated with the highest concentration of the soy extract showed greater cell
adhesion. Concerning the specific aromatase activity, it was found that higher levels of soy
extract promote the activity of this enzyme in breast cancer cells. Moreover, the effect of soy

extract reduced the letrozole effectiveness.

The results suggest that the therapeutic doses of letrozole may not be enough to inhibit the
aromatase activity in presence of soy extracts compounds. Thus, it is important to be alert

because soy-based supplements can promote letrozole therapy resistance.

Keywords

Aromatase, breast cancer, 17p-estradiol, soy extract, MCF-7, letrozole.
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Capitulo 1 — Influéncia da soja e do estrogénio
na adesao celular e na atividade da aromatase

em células MCF-7

1. Introducao

1.1. Cancro da mama

O cancro da mama é uma doenca que afeta principalmente mulheres, apesar de, poder
manifestar-se também em homens (1—3). Além de ser o tipo de cancro mais comum em
mulheres, é considerado, também, a principal causa de morte feminina em todo o mundo,
representando cerca de 15% de todas as mortes provocadas por doencas oncologicas (1).
Todos os anos, sao diagnosticados cerca de 1,7 milhGes de novos casos de cancro da mama
e a tendéncia é que este nimero continue a aumentar (1,2,4). No entanto, em mulheres ja
diagnosticadas, a taxa de mortalidade tem vindo a diminuir, sobretudo devido ao
desenvolvimento tecnolégico e cientifico realizado nesta area, nomeadamente através da
implementacgao de programas de rastreio, de técnicas de confirmacao do diagndstico clinico

mais especificas e de terapéuticas mais direcionadas a cada tipo de cancro (1,4,5).

Varios fatores de risco tém sido relacionados com o aumento da suscetibilidade ao
desenvolvimento de cancro da mama (1,4). Dentro destes salientam-se os fatores nao
modificaveis como a idade, a genética, e a menopausa tardia, entre outros, e fatores
relacionados com o estilo de vida, tais como a alimentacao e o uso de estrogénios ex6genos
como contracetivos e como terapia hormonal de substituicao (THS). Este tltimo fator é
preponderante para o desenvolvimento e proliferacdo do cancro da mama hormono-

dependente (4,5).

1.2. Estrogénios

Os estrogénios sao hormonas esteroides, derivadas do colesterol, responsaveis por diversas
funcdes na fisiologia humana. Estao envolvidos na regulacao da densidade 6ssea, das
funcoes cerebrais, do metabolismo, da mobilizacao do colesterol, do sistema cardiovascular,
controlam a inflamacao, o crescimento e a diferenciacao celular, além de contribuirem para

o desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias (6,7).

Contudo, outros estudos demonstram que a exposicao prolongada a estrogénios ao longo

da vida tem sido associada a um risco aumentado de desenvolvimento de cancro da mama
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em mulheres em pds-menopausa. (5). Os estrogénios contribuem para o desenvolvimento
e proliferacao do cancro da mama hormono-dependente, uma vez que conseguem regular
positivamente genes anti-apoptéticos, como Bcl-2 e Bel-xL e inibir a apoptose de células

malignas ao regularem negativamente a expressao de genes pro-apoptoticos como o TP53

(p53) (8~10).

A nivel estrutural os estrogénios sao também conhecidos como esterdides C18, dado que a
sua estrutura é composta por quatro anéis fundidos — 1 anel aromatico com um grupo
hidroxilo, 2 anéis ciclohexano e um anel ciclopentano - contendo 18 carbonos. O termo
estrogénios engloba quatro compostos quimicos: estrona (E1), estradiol (E2 ou 173-
estradiol), estriol (E3) e estetrol (E4) (Figura 1). Apesar da estrutura base ser idéntica, o E1
apresenta um grupo cetona no C17, o E2 um grupo hidroxilo na mesma posic¢ao, o E3
apresenta mais um grupo hidroxilo no C18, enquanto que o estetrol apresenta trés grupos

hidroxilos nas posicoes C17, C18 e C19.

HO HO

Estrona (E1) Estradiol (E2)

OH OH
OH OH

—OH

HO HO
Estriol (E3) Estetrol (E4)

Figura 1. Estruturas quimicas da Estrona, Estradiol, Estriol e Estetrol. Adaptado de Liang e Fuentes (6,10).

1.2.1. Biossintese dos estrogénios

A biossintese dos compostos estrogénicos ocorre em diversos tecidos e varia consoante o
periodo hormonal (pré- ou pds-menopausa). Nas mulheres em pré-menopausa a
esteroidogénese ocorre essencialmente nos ovarios, mais precisamente nas células da teca
e da granulosa, embora também ocorra em menor quantidade nos tecidos periféricos. Em
mulheres em pdés-menopausa a biossintese tem lugar principalmente em locais extra-

gonadais como a mama, figado, tecido adiposo, pele e glandulas adrenais (6,11,12).
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Os estrogénios sao hormonas lipofilicas, pouco soluveis circulando na corrente sanguinea
ligados, reversivelmente, a proteinas transportadoras como a albumina e a globulina de
ligacao a hormonas sexuais. Os seus efeitos nos tecidos e células alvo apenas sdao alcancados

através da difusao das formas livres de estrogénio (5).

A produgdo de hormonas estrogénicas ocorre em resposta ao aumento dos niveis

fisiologicos da hormona foliculo estimulante (FSH) e da hormona luteinizante (LH) (8).

Para se iniciar a via metabdlica dos estrogénios é necessario a captacao do colesterol para o
interior da membrana interna da mitocondria pela proteina reguladora aguda estrogénica,
mais vulgarmente conhecida como StAR ou STARD1 (11). A primeira etapa da
esteroidogénese envolve conversao do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
em pregnenolona, cuja reacao é catalisada pelo complexo citocromo P450 (CYP450),

nomeadamente pela CYP11A1 (6,11).

Posteriormente, a pregnenolona pode seguir duas vias distintas: na primeira é convertida
em progesterona pela 3p-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD), na segunda converte-
se em dihidroepiandrosterona (DHEA) e seguidamente em androstenediona, sendo estas
duas ultimas reacOes catalisadas pelas enzimas 17a-hidroxilase (CYP17A1) e 3B-HSD,
respetivamente. Pela primeira via de conversao descrita, a sintese de estrogénios continua
com a conversao da progesterona em androstenediona pela acdo da CYP17A1 (6,11). A
androstenediona é um androgénio intermediario nesta via metabolica que permite a sintese
de testosterona pela 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD) ou da estrona através
da sua aromatizacdo. Nas células da granulosa, a expressao da aromatase e da 173-HSD é
controlada pela FSH (6). A CYP19A1, mais conhecida como aromatase, catalisa os passos
limitantes da biossintese de estrogénios (Figura 2). Est4 envolvida na conversao catalitica
de androstenediona em estrona, de testosterona em estradiol e de 16-

hidroxiandrostenediona (obtida pela via DHEA) em estriol (6).

O estetrol ¢ sintetizado exclusivamente durante a gravidez pelo figado fetal e atinge a
circulacdo materna através da placenta (6). O estriol pode ser sintetizado tanto em mulheres
gravidas pela via DHEA, como em mulheres nao gravidas através da hidroxilacao hepatica
do estradiol ou da estrona. O E1 pode ainda converter-se reversivelmente em estradiol

através da enzima 173-HSD nos tecidos periféricos (Figura 2) (6).

De todas as formas estrogénicas, o E2, também designado por 173-estradiol, é o principal
produto da via metabélica E o estrogénio mais potente e predomina durante pré-
menopausa (6,12). O E1 é produzido particularmente no tecido adiposo da mama e em

outros tecidos periféricos ap6s a menopausa, periodo durante o qual atinge o seu nivel
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méaximo (6,12). O E3 é o composto estrogénico menos potente, atingindo grandes

quantidades na placenta durante a gravidez (12).

Dihidroepiandrosterona

16a-hidroxilase
Androstenediona | 16-hidroxidihidroepiandrosterona
£ &, ;
: ) 3B-HSD
& %
Testosterona Estrona | | 16-hidroxiandrostenediona
Z
CYP19A1 . b 17B-HSD
0 CYP19A1
16a-hidroxilase
Estradiol | Estriol ’

Figura 2. Biossintese dos estrogénios. 3B-HSD - 3B-hidroxiesteroide desidrogenase, 178-HSD - 17(3-
hidroxiesteroide desidrogenase, CYP11A1- Enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol, CYP17A1- 170~
hidroxilase, CYP19A1- Aromatase.

1.2.2. Metabolismo dos estrogénios

As moléculas da biossintese do estrogénio podem ser excretadas pela via urinaria ou fecal,
para tal, sdo convertidas em metabolitos estrogénicos inativos. Na fase I do metabolismo os
estrogénios sdo hidroxilados em dois catecois (2-hidroxiestrogénio e 4-hidroxiestrogénio)
sendo a reacdo catalisada por trés enzimas CYP1A1, CYP1B1 e CYP1A2. Devido a elevada
expressao destas enzimas no figado, grande parte do metabolismo dos estrogénios ocorre

neste 6rgao (6,11).

Os catecois podem, ainda, ser hidroxilados em semi-quinonas e quinonas através de uma
via alternativa formando estrogénio-2,3-quinonas e estrogénio-3,4-quinonas. O estradiol-
3,4-quinona é um metabolito ativo produzido pela oxidacdo do 4-hidroxiestradiol (4-
OHE2) com capacidades de auto-oxidacdo e producdo de radicais livres, que podem

danificar o material genético (8,13).

Na fase II do metabolismo de estrogénios, os catecois sao metilados pela enzima catecol-O-

metiltransferase (COMT) em metoxiestrogénios, sendo esta a principal via de
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destoxificacao. No entanto, as hormonas podem ainda ser conjugadas por sulfotransferases
(sulfatacao) ou por glucoroniltransferases (glucoronidacao). Através destas duas tltimas
reacoes, os estrogénios sao convertidos em compostos inativos, polares e soltveis em agua

o que facilita a sua excrecao (5,11).

1.2.3. Recetores de estrogénios

Os recetores de estrogénio (ER) encontram-se distribuidos por diversos tecidos e 6rgaos
sendo ativados pela ligacdo de estrogénio. Dividem-se em dois grupos: os recetores
nucleares, como o ER-a e o ER-f3 e os recetores de membrana, como o recetor de estrogénio

acoplado a proteina G (GPER1 ou Gpr3o) (6,12).

Os recetores nucleares, ER-a e o ER-f§, atuam como fatores de transcricao ativados pelo
ligando na regulacdo da expressdo de diversos genes-alvo. Este subgrupo de recetores
hormonais partilha uma estrutura geral com multiplos dominios, em que cada dominio
direciona as interacoes necessarias para a resposta hormonal (6,12). O substrato endogeno,

17B-estradiol, apresenta afinidades semelhantes para ambos os recetores (14).

Um numero significativo de casos de cancro de mama hormono-dependentes
(aproximadamente 70%) sao classificados como cancro de mama ER positivo. Isto significa
que, nestes casos se verifica uma sobreexpressao de recetores de estrogénio, principalmente
do ER-a (5).

O recetor classico ER-a é constituido por 595 aminoacidos e é codificado pelo gene ESR1,
que se localiza no cromossoma 6. Este recetor esta presente na glandula mamaria, utero,
ovarios (células da teca), hipofise, ossos, prostata, figado, tecido adiposo, entre outros
(12,15). Ao contrario do que acontece no tecido tumoral, este recetor tem uma baixa
expressao na glandula mamaria normal (16). Alguns estudos reportam que o ER-a esta
associado a sobrevivéncia celular, proliferacao e crescimento de tumores. Desregulacoes

neste recetor estao associados ao desenvolvimento do cancro da mama (12,16).

Por sua vez, o ER-f3, é codificado pelo gene ESR2, que se localiza no cromossoma 14, e é
constituido por 530 aminoacidos. A sua expressao predomina nos ovario, na prostata, nos
pulmoes, no tecido adiposo, no colon e na bexiga (12,15). A sua expressao é diminuida ou
praticamente inexistente nos estadios iniciais do cancro da mama (12,17). O papel deste
recetor ainda nao esta bem estabelecido, no entanto, ja foi demonstrado que atua como um
antagonista do ER-a neutralizando a hiperproliferacdo descontrolada promovida pelo
mesmo. Desta forma, o ER- demonstra algumas propriedades anti-proliferativas e pro-

apoptoticas em células cancerigenas (12,17,18).
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Por fim, o gene que codifica o recetor de membrana GPER1, cujo peso molecular é de 44kDa,
estd localizado no cromossoma 7. Em termos estruturais, a proteina nao partilha
semelhancas com os recetores nucleares e possui menor afinidade para ligacao ao 17f-
estradiol quando comparado com o ER-a e ER-B. Como a acdo deste recetor é
fundamentalmente nao-gendmica, as respostas desenvolvidas sdo relativamente rapidas e
incluem a ativacdo de cascatas de sinalizacao intracelulares mediadas por segundos

mensageiros (6).

1.2.3.1. Estrutura dos recetores ER-a e o ER-f3

Todos os membros desta superfamilia exibem uma organizacdo funcional e estrutural
semelhante, composta por diversos dominios: um dominio amino-terminal (NTD, dominio
A / B) que contém a Funcao de Ativagao autébnoma 1 (AF-1), um dominio de ligacao ao DNA
(acido desoxirribonucleico) (DBD; dominio C) essencial para dimerizacao do recetor e para
a ligacdo a sequéncias especificas de DNA, denominadas elementos de resposta a
estrogénios (ERE), uma regiao de dobradica flexivel (dominio D) que conecta o dominio C
com o E e contém o sinal de localizacao nuclear permitindo que os complexos recetor-
ligando se desloquem para o ntcleo, um dominio carboxi-terminal (LBD, dominio E/F) cuja
funcao é modular a transcricdo génica ao nivel do ligando e do promotor (Figura 3)
(6,12,19). E neste tltimo dominio que constam a Funcéo de Ativacdo 2 (AF-2) e o local de

ligacao ao estrogénio.

O AF-1 é importante para a ativacao da transcricao independente do ligando, enquanto que

o AF-2 é fundamental para a ativacao da transcricdo dependente do ligando (15).

A principal diferenca entre os dois recetores nucleares reside no tamanho do dominio
amino-terminal, sendo o do ER-f3 mais curto do que o do ER-a. Por outro lado, os dominios

com maior homologia entre as duas formas sao o dominio C, seguido do E/F (15,19).

| LBD e AF-2

| |
\ |
SPINC e e o
ER-B @ A/B C D E/F
| |

P NTDeAF1 DBD LBD e AF-2 !
1 144 227 255 530

263 302 595
|

Figura 3. Representacao esquemaética dos diferentes dominios dos recetores de estrogénio nucleares alfa e beta.
AF-1-Funcao de ativagio 1, AF-2 - Funcao de ativa¢do 2, DBD - Dominio de Liga¢do ao DNA (C), LDB — Dominio
de Ligac¢ao ao Ligando (dominio carboxi-terminal, E/F), NTD - Dominio amino-terminal (A/B), Adaptacdo de
Fuentes (6).



Influéncia da soja e dos estrogénios na adesao celular e na atividade da aromatase em células MCF-7

1.2.4. Mecanismos moleculares de acao dos estrogénios

A resposta bioldgica induzida pelo estrogénio depende de multiplos fatores, nomeadamente
de fatores de transcricao, da presenca ou auséncia de EREs nas regidoes promotoras de
genes, de co-reguladores, de estimulos, assim como, da localizacao e niveis de expressao de
ER.

Os eventos de sinalizagdo celular de estrogénios podem ser classificados em eventos
gendémicos quando o complexo recetor-estrogénio migra para o nucleo e interagem
diretamente com os ERE no DNA, ou nao-gendémicos quando a expressao génica é regulada
indiretamente por ativacao de cascatas de sinaliza¢ao intracelular. A sinalizacdo genémica

pode ainda ser classificada em direta ou indireta (20).

Na via de sinalizacdo genomica direta, ou via classica, a ligacao de estrogénio a ER-a ou ER-
B no citoplasma das células alvo, promove a sua dimerizacdo e induz uma alteracao
conformacional que permite a internalizacdo do dimero para o nicleo. No interior do
nucleo, o complexo liga-se aos EREs localizados nos promotores de genes alvo, recrutando

diversos co-reguladores para promover a expressao génica (Figura 4) (6,20).

Por outro lado, aquando da inexisténcia de sequéncias de EREs nos genes regulados pelos
ER, a sinalizacdo denomina-se genémica indireta (Figura 4). Em vez da ligacao direta
recetor-ligando, estabelecem-se ligacGes proteina-proteina entre o dimero e outros fatores
de transcricao como a proteina ativadora (AP-1) e a proteina de especificidade (SP-1), sendo

possivel promover a ativacao ou repressao dos genes alvo (6,18,20).

A sinalizacdo nao genomica resulta de uma acao estrogénica rapida na membrana celular,
que envolve a ativagao de varias cascatas de proteinas cinases com consequente fosforilacao
de fatores de transcri¢ao (Figura 4). Tanto o recetor de membrana GPER1 como algumas
isoformas do ER-a e ER-f estdo associados a sinalizacdo ndo genomica (6). O estrogénio ao
ligar-se ao GPER1 pode promover a mobilizacdo de calcio intracelular, ativagdo da adenilato
ciclase, producao de adenosina monofosfato ciclica (cAMP), ativacao cascata de sinalizacao
da proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK), da proteina cinase C (PKC) ou da cascata
de fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) (6,18,20). Contudo, na auséncia de estrogénio os
recetores também podem ser fosforilados e, consequentemente, ativados por fatores de
crescimento, por exemplo o fator de crescimento epidérmico (EGF), e pela ativacao de

diversas cascatas de sinalizacao comuns a sinalizacao nao genémica (Figura 4) (20).
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Figura 4. Vias de sinalizagao dos estrogénios. Adaptado de Khan (21). AKT- Proteina cinase B, AP-1 — Proteina
ativadora 1, ER- Recetor de estrogénio, ERE- Elementos de Resposta ao Estrogénio, ERK- Cinase regulada por
sinal extracelular, GPR30- Recetor acoplado a proteina G, PI3K-fosfatidilinositol-3-cinase, P- fosforilacao.

1.2.5. O Papel dos estrogénios no cancro

Os estrogénios estdo intimamente ligados com o risco de desenvolvimento de cancro da
mama. Destacam-se, pelo menos, trés mecanismos pelos quais estes compostos podem
induzir lesoes no DNA das células e, consequentemente, levar a formagao de tumores: taxa
de metabolismo dos estrogénios e atividade mitocondrial, ambos associados a producado de

espécies reativas de oxigénio (ROS), e efeitos a nivel da reparacao do DNA (Figura 5) (8,13).

Quando as células epiteliais da mama sdo expostas a niveis estrogénicos elevados, como no
caso da utilizacdo da terapia hormonal de substituicao para a diminuicao de sintomatologias
associadas a menopausa, as células podem acumular erros de replicacdo. Estes erros
surgem em consequéncia da estimulacao proliferativa, conduzindo a diferentes mutagoes

no DNA e ao desenvolvimento de cancro (8,13,17).

Existem estudos que demonstram o papel dos estrogénios como disruptores dos
mecanismos de resposta a lesoes no DNA, bem como dos mecanismos de reparacao (8,22).
Estes mecanismos sao essenciais para preservar a integridade do genoma e impedir a
transmissao destas alteracoes para as células-filha. Quando estes mecanismos falham, é
induzida a apoptose a essas células. Se tal ndo acontecer, as mutacoes sao perpetuadas e

conduzem a progressao do cancro (22,23).
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Por outro lado, uma vez que os estrogénios induzem a proliferacao celular, é necessario que
as mitocondrias acompanhem as necessidades energéticas da célula (8,13). Desta forma,
com o incremento da proliferacao verifica-se uma atividade mitocondrial aumentada (8).
Sob stress, este processo contribui para a formacao ROS, que danificam todas as estruturas

celulares, incluindo os acidos nucleicos (8,22).

As ROS também podem ser produzidas durante o metabolismo celular dos compostos
estrogénicos. Apos a hidroxilagao dos estrogénios em catecois, estes ultimos podem sofrer
uma oxidacdo originando semi-quinonas e quinonas que apresentam caracteristicas
mutagénicas e interagem diretamente com o DNA para formar aductos (forma de lesao no
DNA) (13,23).

Estrogénios
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Figura 5. Papel dos estrogénios na carcinogénese. T - Aumento, | - Diminuicéio, DNA- Acido desoxirribonucleico,
ROS- Espécies reativas de oxigénio. Adaptado Bhardwaja (8).

1.3. Aromatase

A enzima aromatase pertence a superfamilia do citocromo P450, é codificada pelo gene
CYP19A1 que se localiza no cromossoma 15g21.2. A aromatase encontra-se no reticulo
endoplasmatico de células produtoras de estrogénio e é regulada por promotores especificos
de cada tecido, podendo ocorrer uma inducao de producao local ou sistémica de estrogénios,
quer em condicdes fisiolégicas ou patologicas (24). E responsével pelos passos limitantes

da conversao dos androgénios em estrogénios nomeadamente em 17p3-estradiol e estrona.
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Para tal, a enzima forma um complexo de transferéncia de eletroes com a NADPH-
citocromo P450 redutase (CPR) (25,26). Durante a aromatizacdo, os eletrdoes sao
transferidos do NADPH, através de dois co-fatores: dinucleétido de flavina e adenina (FAD)
e mononucleotido de flavina (FMN), para o heme da aromatase e posteriormente para o
substrato androgénico (25,26). Esta reacao ocorre na presenca de oxigénio e o grupo heme

é reduzido através da conversao do heme férrico (Fe3*) em ferro ferroso (Fe2+) (26).

Sao oito os promotores que regulam a expressao do gene CYP19A1: I.1 e I.2a na placenta,
1.3 no tecido adiposo, 1.4 na pele, tecido adiposo e osso, 1.6 no osso, 1.7 nas células
endoteliais, I.f no cérebro e I nas gbnadas e tecido adiposo (8,27). Destes salienta-se o papel
ativo dos promotores 1.3, 1.4 e 1.7 e II na expressao da aromatase nas células mamaérias
cancerigenas, o que conduz a um aumento da transcricio do gene e uma consequente
sobreexpressao da enzima neste tipo de tecido, comparativamente ao tecido mamaério
normal, que usa quase exclusivamente o promotor 1.4 (7,8,27). Estes promotores sao
estimulados pela prostaglandina PGE2 (1.3 e II), glucocorticoides, citocinas como as
Interleucinas 6 e 11 e TNF-a (fator de necrose tumoral) (I.4) e o fator de transcricaio GATA2
(I.7) (7,8). Apesar da regulacdo da enzima ser conduzida por promotores diferentes, a

proteina traduzida é idéntica em todos os tecidos (8,11).

A aromatase estd associada a efeitos biologicos fundamentais em diferentes estadios do
desenvolvimento. Se por um lado a sua expressao ovarica e mamaéria é necessaria para o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais na puberdade, na adolescéncia tem um papel
relevante na maturacao 6ssea além de mediar o crescimento uterino. Na idade adulta torna-

se essencial para o metabolismo lipidico e para regulacdo do risco cardiovascular (24).

A regulacdo da expressao desta enzima contribui de forma direta para moderar a biossintese
de estrogénios e indiretamente para regular a expressao de diversos fatores de crescimento
responsaveis pela carcinogénese. Desta forma, entende-se que a inibicao da atividade da
enzima aromatase seja uma das linhas de tratamento do cancro de mama dependente de

estrogénios (28).

1.3.1. Terapia do Cancro da mama - Inibidores da Aromatase

A hormonoterapia é uma das estratégias mais utilizadas como terapéutica para o cancro de
mama recetor estrogénio positivo (ER +). Uma das primeiras linhas de tratamento deste
tipo de cancro centra-se na prescricao de tamoxifeno (TAM), um modelador seletivo dos
recetores de estrogénio (SERM) (8,29). No entanto, muitas mulheres com cancro de mama
tornam-se resistentes ao TAM e, consequentemente, este atua como um agonista parcial

dos ER, induzindo efeitos estrogénicos (8,27).
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Foi neste contexto que surgiram os inibidores da aromatase (IA). Esta terapéutica envolve
a inibicdo da biossintese dos estrogénios, com consequente diminui¢do da concentracao
fisiologica dos mesmos (27,30). Os inibidores da aromatase subdividem-se em duas grandes
categorias: os inibidores esteroides como o exemestano, que apresenta uma estrutura
semelhante aos androgénios, e os inibidores nao esteroides de segunda geracao como o
fadrozol e de terceira geracao como o anastrozol e o letrozol (Figura 6) (27,30). Estes
altimos sao altamente potentes e especificos para a enzima, além de possuirem baixa
toxicidade. Na sua estrutura, o letrozol apresenta um anel triazol, que se liga de forma
reversivel ao grupo heme da aromatase, inibindo as reacoes de hidroxilagio da
esteroidogénese catalisadas pela CYP19A1 (27). Em oposicao, estudos mais recentes
demonstraram, através de simulag¢des computacionais, que o letrozol atua como inibidor

nao competitivo ligando-se a um canal especifico junto ao sitio ativo da aromatase (31).

Inibidor com estrutura esteréide

0O

‘ Exemestano

CH,

Inibidores nao-esterdides de 32 geracao

i /F'i /T”\

N N

‘ Letrozol | Anastrozol E

NC CH, HC CON

Figura 6. Estrutura quimica dos inibidores da aromatase: Exemestano, Letrozol e Anastrozol. Adaptado de
Geisler (32).

Os inibidores seletivos da aromatase também sao recomendados como terapéutica para
mulheres com cancro da mama em pos-menopausa (8,29). Quanto as mulheres em pré-
menopausa, a sintese de estrogénios ocorre essencialmente nos ovarios sendo regulada pela
hormona hipofisaria FSH. Nestes casos, a administracao isolada de IA provoca uma

diminuicdo na sintese de estrogénios o que potencia um mecanismo de compensacao no
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eixo hipotalamo-hipéfise, com producdao aumentada de GnRH (Hormona libertadora de
gonadotrofinas), FSH e LH (Figura 7) (8,29). Para contrariar esse feedback é necessario
suprimir a fun¢ao ovarica através do uso de analogos agonistas da GnRH, ou recorrendo a

ooforectomia para ablacao ovarica (29,33).

Tecidos periféricos (ex: tecido adiposo e pele)
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Figura 7. Sintese de estrogénios na pré- e pds-menopausa e mecanismo de acao dos inibidores da aromatase.
FSH — Hormona Foliculo Estimulante, GnRH- Hormona libertadora de gonadotrofinas. Adaptado de Ma (33).

Vérios estudos referem que os IA sdo mais eficazes a diminuir a recorréncia de cancro da
mama durante o tratamento (cerca de um terco a menos de recorréncias) e a mortalidade
associada (na primeira década) quando comparados com a administracao isolada de TAM
(35—37). A extensao da terapia enddcrina adjuvante (com TAM ou IA), além dos 5 anos,
pode reduzir de forma mais eficaz a recorréncia de cancro (35). No entanto, esta extensao
no tratamento pode provocar efeitos adversos consideraveis nas mulheres, como sintomas

da menopausa e osteoporose, cancro endometrial e doencas tromboembodlicas (8,29,35).

1.4. Soja
A Glycine max, também conhecida como soja, é uma leguminosa que pertence a familia
Leguminosae e a subfamilia Papilionideae. E oriunda de paises asiaticos e comecou a ser

incorporada na alimentacao ocidental desde o século XVIII (38).

A soja é constituida por uma grande diversidade de nutrientes como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono, vitaminas e minerais como calcio, magnésio, potassio, ferro e zinco

(38). Além disso, nao contém colesterol nem lactose (39). No entanto, a composicao da soja
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varia de acordo com a espécie, localizagao do cultivo, clima, com as préaticas agricolas e de

processamento (39,40).

As sementes desta planta sdo muito utilizadas para a producido de diversos produtos
alimentares, como bebidas vegetais, 6leo, molhos e farinha de soja, mas também para

produtos industriais e farmacéuticos, como os suplementos alimentares (39,41,42).

O foco do consumidor em produtos a base de soja aumentou significativamente nos altimos
anos, principalmente desde o estudo da Women’s Health Initiative (WHI), no qual
mulheres tratadas com estrogénio e progesterona apresentaram riscos mais elevados de
desenvolver cancro da mama, problemas cardiacos e embolia pulmonar, comparativamente
as tratadas com placebo (43). Como consequéncia, muitas mulheres abandonaram a
terapéutica hormonal combinada e recorreram aos suplementos naturais a base de plantas,
por assumirem que estes se apresentavam como seguros, eficazes e desprovidos de efeitos
adversos (43). No entanto, apesar de serem substancias naturais obtidas a partir de plantas
muitos destes suplementos sdo preparados a partir de plantas inteiras ou partes destas e,
por isso, sdo o resultado de uma mistura de diversas substancias que podem provocar efeitos
indesejaveis e/ou interacoes medicamentosas (44). Outro fator que contribuiu para
potenciar o consumo de soja, baseou-se nas diferencas alimentares entre mulheres asiaticas
e ocidentais, sobretudo devido a associacao estabelecida entre um elevado consumo de soja
e a relacdo inversa com o risco de desenvolvimento de cancro da mama em mulheres

asiaticas (39).

Um dos aspetos mais caracteristico da soja é o alto teor em isoflavonas (ronda os 1,2-
4,2mg/g de peso seco), nomeadamente genisteina, daidzeina e gliciteina representando
aproximadamente 50%, 40% e 10%, respetivamente, do contetdo total de isoflavonas na
soja (45,46). Ainda assim, os produtos a base de soja altamente processados podem perder

até 80% do seu contetido em fitoestrogénios, isto é, os componentes bioativos da soja (40).

1.4.1. Fitoestrogénios

Os fitoestrogénios sdo compostos naturais derivados de plantas, encontrados numa ampla
variedade de leguminosas, frutas, vegetais e cereais como soja, alfafa, sementes de linho,
trevo vermelho e alcacuz (47—49). Estas moléculas apresentam semelhancas estruturais e
funcionais com os estrogénios, em particular com o 17B-estradiol. A semelhanca no
tamanho e a presenca de um grupo hidroxilo fendlico que mimetiza o grupo hidroxilo do
17B-estradiol, permite-lhes interagir com os dominios de ligacdo ao ligando dos recetores
hormonais, desencadear respostas estrogénicas ou antiestrogénicas, interferir com a

transcricilo do DNA e, consequentemente, com a expressao de alguns genes (47,50).
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Portanto, os fitoestrogénios podem afetar os processos regulados pelos estrogénios
incluindo a atividade da aromatase (49).

Quanto a sua estrutura quimica, estes compostos polifendlicos podem-se classificar em
flavonoides dentro dos quais se destacam os prenilflavonoides como a 8-prenilnarigenina,
isoflavonas como a genisteina e daidzeina, lignanos como enterolactona, coumestanos como

coumestrol, e estilbenos como resveratrol (Figura 8) (48,49,51).
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Figura 8. Estruturas quimicas de diversos fitoestrogénios. Adaptado de Rietjens e Alexander V. Sirotkin (49,50).

Os fitoestrogénios, apesar de serem capazes de se ligar aos recetores de estrogénio, a sua
afinidade de ligacdo a estes é inferior a do estrogénio endogeno, e por isso, a sua poténcia
estrogénica/anti-estrogénica também é menor (46,47). Além disso, a sua atividade biol6gica
também pode ser influenciada pelo nivel de estrogénios endogenos, presenca ou auséncia
de recetores de estrogénio, bem como pela dose de fitoestrogénios (48). Contrariamente ao
17[-estradiol, apresentam uma maior afinidade pelo ER-B do que pelo ER-a (47,52). Os
fitoestrogénios podem comportar-se como antagonistas, quando estdo presentes em
elevadas concentracoes, bloqueando os efeitos do estrogénio endogeno. Em contrapartida,

num ambiente com reduzidos niveis de estrogénio, comparaveis aos niveis pds-menopausa,
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os fitoestrogénios agem como estrogénios fracos. No entanto, a baixa afinidade pelos ER

pode ser compensada pela exposicao a altas doses de fitoestrogénios (46).

Foi demonstrado que diversas moléculas deste grupo de compostos vegetais atuam como
moduladores seletivos do recetor de estrogénio, tornando-os agentes potencialmente
atraentes para a reducdo do risco de sintomas da menopausa como afrontamentos e
osteoporose, reducdo de doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes tipo II e da
incidéncia de diversos cancros como o da mama e da prostata (47,51,53).

Sabe-se que o tipo de alimentacdo é um fator que contribui para potencializar o risco de
desenvolvimento de tumores hormono-dependentes. A ingestao de fitoestrogénios em
paises ocidentais é muito inferior do que em paises asiaticos, principalmente devido a dieta
asiatica ser rica em soja. Estima-se que a ingestdo tipica de fitoestrogénios na Asia varie
entre 20 a 100 mg por dia, enquanto o consumo diario na Europa é inferior a 3 mg, embora
este valor possa ser superior para mulheres em menopausa que tomem preparagoes a base
de soja como alternativa a THS (11,50). No entanto, sabe-se que existem outros fatores,
como as diferencas genéticas entre as populac¢des, que podem contribuir para reduzir a
incidéncia de cancro da mama, e portanto, a dieta alimentar nao deve ser um parametro
analisado de forma isolada (54). Apesar de existirem varios estudos que estudem os efeitos
dos fitoestrogénios na satide da mulher, os resultados obtidos pelos mesmos permanecem

controversos (47,53).

No grupo dos fitoestrogénios, as isoflavonas da soja suscitaram desde cedo curiosidade por
parte dos investigadores para compreender melhor o papel fisioldgico destes compostos

bioativos.

1.4.2. Isoflavonas da Soja

Dentro da classe das isoflavonas da soja, a genisteina (77,4’-dihidroxi-6-metoxiisoflavona) e
a daidzeina (7,4’-dihidroxiisoflavona) sao as mais predominantes. Encontram-se,
principalmente, sob duas formas: glicosideos (formas inativas, altamente polares e pouco
absorvidos) e agliconas (formas biologicamente ativas). Na alimentacio estes compostos
encontram-se essencialmente como conjugados glicosideos. Apoés a ingestao, os glicosideos
sdo hidrolisados por enzimas gastrointestinais como as [-glucosidases dando origem as
agliconas. Estas moléculas sao lipossoluveis e absorvidas pela mucosa intestinal (Figura 9).
As agliconas podem ainda ser metabolizadas pelas bactérias da flora intestinal produzindo
metabolitos secundéarios com maiores semelhancas com os estrogénios e, portanto, com
maior afinidade para os ER, como o equol, o metabolito mais ativo da daidzeina (48,55).
Como resultado do metabolismo, a genisteina é convertida em dihidrogenisteina (DHG) e

em 6 -hidroxi-O-desmetilangolensina (6-OH-O-DMA) e a daidzeina é reduzida a
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dihidrodaidzeina (DHD) e, posteriormente, em equol ou O-desmetilangolensina (O-DMA)
(56). Apds a sua absorcao, sao conjugadas com o 4cido glucoronico e com o acido sulftrico.
Estes produtos conjugados circulam livremente na corrente sanguinea e exercem a sua

atividade biologica até serem excretados através da urina ou das fezes (48).

Genisteina Daidzeina
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Figura 9. Conversao das formas glicosidicas da genisteina e daidzeina (A) em agliconas (B). Adaptado de Chen
(55).

As isoflavonas medeiam os seus efeitos biologicos através da modulacao das vias de
sinalizacdo dos estrogénios. Podem atuar através da sinalizacdo genoémica ligando-se aos
recetores nucleares alfa e beta, conduzindo a expressao génica e sintese proteica, ou através
da sinalizacdo nao gendémica que inclui a ligacdo ao GPER1 e a ativacdo ou repressao de
outras vias de sinalizacdo. A atividade destes compostos naturais é mediada essencialmente
pela sua maior afinidade para o ER-f (57). A genisteina apresenta uma afinidade de ligacao
para este recetor 20 a 30 vezes maior do que para ER-a, enquanto que a daidzeina tem
afinidade apenas 5 vezes maior para ER-B (46). Contudo, as acOes exercidas pelas
isoflavonas no cancro da mama demonstram ser dependentes da dose. Em baixas
concentracoes (inferiores a 1 pM) estimulam o crescimento celular e inibem a apoptose
contrariamente ao que se verifica em concentracbes mais elevadas (superiores a 1uM)
(57,58).

Estas substancias desempenham um papel importante na saide humana, mas a sua eficacia
clinica depende muito das suas propriedades farmacocinéticas. Em particular, a absorcao,
concentracdo plasmatica e excrecao urinaria das isoflavonas dependem da dose
administrada, bem como da biodisponibilidade relativa que, por sua vez, € influenciada pelo
tempo do transito intestinal e pela flora intestinal (48,55).

As isoflavonas tém demonstrado atividade quimioprotetora e podem ser usadas como

terapia alternativa para diversos distirbios hormonais. Varios estudos mostraram que tanto
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a genisteina como a daidzeina podem inibir o ciclo celular, o crescimento de diferentes
linhas celulares cancerigenas, afetar a expressao de genes apoptoticos, interferir no estado
redox das células e modelar a agao de algumas enzimas do citocromo P450, nomeadamente
a CYP19A1 (57-60).

O consumo de isoflavonas continua a ser um tema controverso, com alguns autores a
apresentarem resultados desfavoraveis a sua ingestao. Alguns estudos mostraram que a
genisteina e a daidzeina atuam como disruptores enddcrinos, estimulam o crescimento de
células da linha de cancro da mama MCF-7, podendo aumentar o risco de recidiva ou
estimular o crescimento de tumores pré-existentes (60,61). Segundo Wei e colaboradores,
a genisteina pode aumentar os niveis celular de ROS (62). Além disso, foi sugerido que os
suplementos a base de soja podem afetar a eficacia das terapéuticas do cancro da mama com
inibidores da aromatase (ex: letrozol e fadrozol) e modeladores seletivos do recetor de

estrogénio (ex: tamoxifeno) (60,61,63).

2. Objetivos

Este trabalho tem como principais objetivos:

e Estudar os efeitos do 17B-estradiol e do extrato de soja na adesao de células do
cancro da mama;
e Estudar os efeitos do 173-estradiol e dos extratos de soja na atividade especifica da

aromatase em células do cancro da mama.
Para alcancar este objetivo foram desenvolvidos varios estudos:

o Efeito do 17B-estradiol e do extrato de soja, em diferentes concentracoes, na adesao
das células epiteliais MCF-7 a superficie de crescimento;

e Efeito do 17B-estradiol e do extrato de soja na cinética do metabolismo do substrato
fluorogénico da aromatase, na presenca e auséncia do inibidor da aromatase em
células da linha MCF-7.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram obtidos em diferentes fornecedores:

e Acetonitrilo, Carlo Erba Reagents;

e Antibidtico (constituido por 10,000 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicina e 25 ug/ml de anfotericina B);

e Aromatase (CYP19A) Activity Assay Kit na Biovision Incorporated;

e Bicarbonato de s6dio (NaHCO,), Fisher Scientific;

e Cloreto de Potassio (KCl), AppliChem;

e Cloreto de Sodio (NaCl), Fisher Scientific;

¢ Dimetelsulfoxido (DMSO), Honeywell Research Chemicals;

e Fosfato dissddico (NaHPO,), Fisher Scientific;

e Fosfato monopotassico (KH.PO,), Honeywell,

e Meio de Cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), Sigma Aldrich;

e Pierce™ BCA Assay kit, Thermo Fisher Scientific;

e Soro bovino fetal (FBS), Biochrom;

e Tampao Fosfato Salino (PBS).

3.2. Linha celular

e Linha celular de adenocarcinoma, MCF-7 (ATCC® HTB-22TM)

3.3. Compostos a testar
e 17B-estradiol, Sigma Aldrich;

e Extrato de soja comercial com 175mg de extrato por capsula.

3.4. Equipamentos e materiais
e Balanca analitica, RadMag PS 2100.R2;
e Camara de fluxo laminar vertical, Classe II, NuAire;
e Camara de Neubauer;
e Centrifugadora, Sigma 3K18C, Bioblock Scientific,
e Incubadora, NuAire, DHD autoflow;
e Fluorimetro, Spectra Max Gemini EM;
e Leitor espectrofotométrico de microplacas, Bio-Rad xMark;

e Microscopio invertido, Olympus CK40;

18



Influéncia da soja e dos estrogénios na adesao celular e na atividade da aromatase em células MCF-7

¢ Potenciémetro medidor de pH, Thermo Scientific Orion Star A211;
e Vortex, VELT Scientifica;

e Cell scraper;

3.5. Cultura celular

Neste trabalho pratico foi utilizada a linha celular de cancro da mama MCF-7, isolada pela
primeira vez pelo Michigan Cancer Foundation. Esta linha celular é intensivamente
utilizada em diferentes ensaios devido as suas propriedades de crescimento em
monocamada, aderéncia e presenca de ER-a (mais abundantes) e de ER-B (menos
abundantes) (64).

As células MCF-7 foram ressuspendidas em 30mL de meio de cultura e adicionaram-se 7mL
desta suspensao as solugdes com os compostos em estudo. Apos a preparagao das solucoes
de trabalho (17(3-estradiol 2nM, extrato de soja 0,0875ug/uL e extrato de soja
0,021875ug/uL), descritas nos topicos seguintes, adicionaram-se 2mL diretamente a cada

poco das placas multiwells.

Para iniciar este trabalho pratico foi necessario recorrer a aliquotas de stock da linha celular
armazenadas em bancos de células a -80°C. Para tal, descongelou-se, a temperatura
ambiente, o conteddo de 30 tubos criogénicos, os quais foram ressuspendidos em meio de
cultura DMEM suplementado com 10% (V/V) FBS e 1% (V/V) de antibi6tico/antimicotico.
De seguida, a suspensdo foi centrifugada a 100RCF durante 5 minutos. Removeu-se o
sobrenadante, e ressuspendeu-se o pellet em 30mL de meio de cultura, que foi transferido
para os falcons com as solucoes 17p-estradiol 2nM, extrato de soja 0,0875ug/uL e extrato

de soja 0,021875ug/uL.

3.6. Preparacao do meio de cultura - DMEM

Para a preparacgao de 1L. de meio DMEM completo dissolveu-se um frasco de meio DMEM
liofilizado (13,4g) e 3,74g de NaHCO; num litro de 4gua milli-Q. Apo6s o ajuste do pH para
pH=7,2 suplementou-se o meio com 10% (V/V) FBS e 1% 10% (V/V) de
antibiotico/antimicotico dando origem ao meio completo. Posteriormente, filtrou-se a
preparacao com auxilio do sistema de vacuo da camara de fluxo laminar vertical e uma

membrana com poros de 0.2um. Por fim, armazenou-se a 4°C.
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3.7. Preparacao dos compostos a testar

3.7.1. Preparacao das solucoes de 173-estradiol
A solucao inicial de 17B-estradiol cuja concentragido é de 102M foi reconstituida através da

dissolucao de 2,7mg de 17p-estradiol liofilizado em 1mL de DMSO.

A partir desta solugao inicial, prepararam-se duas diluicbes em meio de cultura de modo a
serem obtidas as solucoes intermédias de concentracoes 103 M e 105 M, conforme a figura

10.

Solucao inicial
102M

Solucao Meio de

Intermédia 103 M cultura

10 uL.

\

Solugdo Meio de

Intermédia 105 M cultura

Figura 10. Preparacdo das solugoes intermédias de 17p-estradiol.

A partir da solugdo intermédia de 105 M, preparou-se a solucdo para o trabalho
experimental, através da dilui¢do em meio de cultura e com a suspensao celular, de forma a

obter a concentracao final de 2 nM. A preparacao da solucgao esta descrita na figura 11.

N g

3uL da solugdo 7mL da suspensao 7,997mL de meio de Solucao de 17p-estradiol

intermédia 10-5M celular cultura 2nM

Figura 11. Preparagio da solucao de 17p-estradiol 2nM.
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3.7.2. Preparacao das solucoes de extrato de soja

O extrato de soja foi obtido através de uma preparacdo comercial cuja forma farmacéutica
se encontra em capsulas. Cada capsula contém 175mg de extrato de soja, dos quais 17,5mg
sdo isoflavonas, destes 11mg sao agliconas e destes 5,5mg correspondem a daidzeina. O teor

em genisteina nao se encontrava descrito na caracterizacao do extrato.

Dissolveram-se os 175mg de extrato de soja em 1 mL de DMSO. Posteriormente,

homogeneizou-se no vortéx e filtrou-se a solucao num filtro de didmetro de poro de 22um.

1 capsula 1 mL DMSO

:— + ——
’ Solucao inicial
175ug/uL

Figura 12. Preparacao da solugao inicial de extrato de soja 175ug/uL.

Desta forma, obteve-se a solucdo inicial, cuja concentragio é de 175 ug/uL, sendo o ponto
de partida para duas dilui¢oes sucessivas de 1:2 e de 1:4 em DMSO. As concentracdes das

solucoes intermédias sao 87,5 ug/uL e 21,875 ug/ulL, perfazendo um volume total de 1mL

com DMSO.
500 uL. 250 uL. S
NS Y =2

Solucdo inicial Solucdo intermédia Solucdo intermédia
175ug/uL 87,5 ug/uL 21,875 ug/puL

Figura 13. Preparacdo das solucoes intermédias de extrato de soja 87,5 ug/uL e 21,875 ug/uL.

Partindo das solucoes intermédias, prepararam-se as solucoes para o trabalho experimental
através da diluicdo em meio de cultura e com a suspensao celular, de forma a obter as
solugoes de concentracoes finais 0,0875ug/uL e 0,021875ug/ul. de extrato de soja. A

preparacao das solucdes esta descrita nas figuras 14 e 15.

%+E+:I:>E

15uL da solugdo 7mL da suspensao 7,985mL de meio de Solucao de extrato de

intermédia 87,5ug/uL celular cultura soja 0,0875ug/uL

Figura 14. Preparacao da solugao trabalho de extrato de soja 0,0875ug/uL.

21



Influéncia da soja e dos estrogénios na adesao celular e na atividade da aromatase em células MCF-7

+ + | ——

15uL da solucdo 7mL da suspensao 7,985mL de meio de Solucao de extrato de

intermédia 21,875ug/uL celular cultura soja 0,021875ug/uL.

Figura 15. Preparacao da solucdo trabalho de extrato de soja 0,021875ug/uL.

Tabela 1- Concentragdes das solugoes de extrato de soja preparadas e concentragdes em contacto com as células

Concentracao das solucoes de extrato de Concentracao de extrato de soja em
soja preparadas contacto com as células
87,5 ug/uL 0,0875 ug/uL.
21,875 ug/uL 0,021875 pg/uL

3.8. Justificacao das concentracoes a testar

As concentracoes supracitadas de 17f3-estradiol (2nM) e de extrato de soja (87,5 ug/uL e
21,875 ug/uL), foram selecionadas tendo por base outros trabalhos ja desenvolvidos pelo
mesmo grupo de investigacdo, no qual se insere este projeto e, também, por outros

investigadores (58,65—68).

3.9. Contagem de células

Para realizar os ensaios, é necessario contabilizar o niimero de células viaveis. Para tal, da
suspensao celular retirou-se 1imL para um eppendorf. Deste, retiraram-se 10uL para outro
eppendorf ao qual se adicionou 10uL de corante azul tripano e se homogeneizou.
Recorrendo a uma camara de Neubauer, colocaram-se 10uL. da suspensdo anterior e
contabilizou-se o niimero de células viaveis por quadrante. Para estimar o nimero de
células por mililitro e o nimero total de células nos falcons recorreu-se as seguintes

férmulas:

Ne células vidveis/mL = Média de células vidveis nos 4 quadrantes X Fator de diluicio X 10*

N2 total de células viavies = N2 de células viaveis por mL X Volume total de resuspensio
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3.10. Ensaios realizados para avaliar a adesao celular e a atividade

enzimatica em culturas de células in vitro

3.10.1. Procedimento geral para os dois ensaios

Para a realizacdo dos ensaios descritos ao longo desta seccdao procedeu-se a preparacao de
4 placas multiwell de 6 pogos (Orange Scientific, 2 placas multiwell para cada ensaio) com
uma densidade celular de 1,24 x 10° por poco. Testaram-se, em triplicado, duas
concentragoes do extrato de soja (87,5 ug/uL e 21,875 ug/ul) e uma concentracao de 173-
estradiol (2 nM).

As placas (com a suspensao celular e compostos em estudo) foram incubadas durante 48
horas numa incubadora a 37°C numa atmosfera com 95% de humidade e 5% de COz2.

Decorrido este periodo, deu-se inicio a cada um dos ensaios.

A fim de avaliar a adesao das células na presenca dos compostos em estudo recorreu-se ao
ensaio de doseamento de proteinas pelo método do acido bicinconinico (BCA) através do
Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Para avaliar a atividade da aromatase na linha celular

MCF-7, na presenca dos compostos, utilizou-se o Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit.

3.10.2. Ensaio de doseamento de proteinas pelo método BCA

O BCA é um ensaio colorimétrico utilizado para a detecio e quantificacdo total de proteinas
e, neste trabalho, também foi utilizado para avaliar a adesao celular. Neste método ocorre
reducao dos catides cobre (Cu2*) a cobre cuproso (Cu*) na presenca de proteinas, em meio
alcalino. Numa segunda fase duas moléculas de BCA reagem com o cobre reduzido (Cu+)
cujo produto da reacdo é um complexo de cor pdrpura com absorvancia maxima no
comprimento de onda de 562 nm. A quantidade de Cu2?* reduzido é proporcional a

concentracao de proteina presente na amostra (69).

Para este ensaio, preparou-se um controlo inicial, denominado controlo To, no qual se
retiraram 3,43mL da suspensdo celular para um falcon e adicionou-se meio de cultura até
aos 8mL. Deste volume, retiraram-se 2mL para um novo falcon e centrifugou-se a
suspensao a 100 RCF durante 5 minutos. Descartou-se o meio de cultura, adicionaram-se
2mL de PBS para ressuspender as células e centrifugou-se novamente. Por fim, removeu-se
o sobrenadante e congelou-se o falcon, pelo menos durante 24horas. Depois de descongelar
o falcon, adicionaram-se 8ouL de PBS e adicionaram-se 800 uL da mistura de reagentes
presente Pierce™ BCA Protein Assay Kit. O falcon foi envolvido com papel de aluminio e

incubado a 37°C durante 30 minutos.

A quantificacao de proteinas nas células MCF-7 expostas ao 173-estradiol e ao extrato de
soja foi realizada do seguinte modo: 48h apo6s a incubacao das células com os compostos em

estudo aspirou-se o meio de cultura dos pocos e adicionaram-se 800 uL de PBS. Aspirou-se
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o PBS e procedeu-se ao congelamento da placa a -20°C durante pelo menos 24 horas.
Posteriormente, retirou-se a placa do congelador e adicionaram-se 8ouL de PBS e 800 uL
da mistura de reagentes presente Pierce™ BCA Protein Assay Kit. A placa foi envolvida com

papel de aluminio de forma a protegé-la da luminosidade e incubada a 37°C por 30 minutos.

As amostras foram transferidas para uma placa de 96 pocos onde se leu as absorvancias no
espectrofotometro de microplacas (Bio-Rad xMark) a 562 nm. Calculou-se a média das

absorvancias e determinou-se a respetiva concentracao total de proteina (ug/mL).

A curva de calibracao (absorvancia versus concentracao (ug/mL)) foi preparada de acordo
com o protocolo do kit utilizando padroes com diferentes concentracdes de Albumina de
Soro Bovino (BSA): 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 ug/mL. Para a placa de
96 pocos, adicionaram-se 25ul. de cada padriao para cada poco, em triplicado, e

adicionaram-se 200uL da mistura de reagentes.

3.10.3. Ensaio de determinacao da atividade enzimatica da aromatase

Este ensaio utiliza um substrato fluorogénico da aromatase (Fluorogenic Aromatase
Substrate) que é convertido num metabolito fluorescente detetado na zona do visivel
(Ex/Em=488/527nm). O kit possui um inibidor ndo esteroide altamente seletivo da

aromatase, o letrozol, permitindo o calculo da atividade especifica da aromatase.

Tabela 2. Constituicio do Aromatase (CYP19A) Activity Assay Kit para o ensaio de determinacgio da atividade

enzimética da aromatase.

Componentes do kit

Aromatase Assay Buffer

Fluorescence Standard (1mM)

Aromatase Inhibitor (letrozol)

NADPH Generating System (100X)

B-NADP+ Stock (100X)

Aromatase Substrate

Recombinante Human Aromatase

Para ocorrer a aromatizacdo dos androgénios em estrogénios é necessario ocorrer a
transferéncia de eletroes entre a redutase NADPH-citocromo P450 (CPR) e a aromatase, na

presenca de oxigénio (Figura 16).
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A CPR é uma enzima que permite a transferéncia de eletroes do NADPH para proteinas do

citocromo P450 e outras proteinas com o grupo heme como é o caso da aromatase.

G6P Flavoenzima Metabolito Fluorescente

NADPH reduzida i
(Aem=527 nmM) " _N
N N N =
| Z | &
N
G6PDH Redutase NADPH Aromatase Humana G _;/“
P450 (CPR) (CYP19A1) "
Inibidor da Aromatase
(Letrozol)
6-PGDL B-NADP* Flavqenzima
oxidada

Substrato Fluorogénico
da Aromatase
0.

Figura 16. Reagdo de conversao do substrato fluorogénico da aromatase no metabolito fluorescente. Adaptado
do protocolo do Aromatase (CYP19A) Activity Assay Kit. 6-PGDL- 6-fosfogluconolactona, CPR - Redutase
NADPH-citocromo P450, G6P- Glicose 6-fosfato, G6PDH-Glicose-6-fosfato desidrogenase, NADPH-
Nicotinamida adenina dinucleé6tido fosfato reduzido, -NADP+ - Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato

oxidado.

Antes da realizacao deste ensaio, foi necessario otimizar as condi¢des de trabalho indicadas
no kit, nomeadamente os volumes de lisado celular, NADPH* Generating System e
Aromatase Assay Buffer a utilizar. Estas otimizacoes foram desenvolvidas pelo grupo de

investigacdo no qual este projeto se insere.

3.10.3.1. Preparacao das solucoes

Para o ensaio, foram preparadas as seguintes solucdes:

e Aromatase Inhibitor (letrozol, 5uM): foi reconstituido todo o conteudo do frasco de

inibidor com 55uL de acetonitrilo, originando uma soluc¢ao de letrozol com 1mM.
Desta retiraram-se 5uL, aos quais se adicionaram 995uL. de Aromatase Assay Buffer

dando origem a solucgdo trabalho Aromatase Inhibitor 5uM.

e NADPH* Generating System (100X): reconstituiu-se o contetido de todo o frasco

com 220uL de Aromatase Assay Buffer.

e Solucao B-NADP+ Stock (100X): reconstituiu-se todo o contetido do frasco de [3-

NADP+ com 110uL de Aromatase Assay Buffer.
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e Aromatase Substrate 1imM: foi reconstituido o contetido do frasco com 55uL de

acetonitrilo.

e Recombinant Human Aromatase: reconstituiu-se o contetido do frasco com 20uL

da solucdo NADPH*+ Generating System (100X) e 230uL. de Aromatase Assay
Buffer. Esta solucao apenas foi preparada aquando da sua utilizacao para a

realizacdo do ensaio.

3.10.3.2. Preparacao da curva de calibracao

Prepararam-se os reagentes e os padroes para a curva de calibragao segundo o protocolo do
Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit (Fluorometric). A curva de calibragao foi preparada
a partir de uma solucao Fluorescence Standard com uma concentracao de 0,5 uM. Para tal,
diluiram-se 10uL do vial de Fluorescence Standard em 99ouL de Aromatase Assay Buffer
obtendo uma solucao de concentragao final de 1o0uM. Desta solucao retiraram-se 50uL que
foram diluidos em 950ul. de Aromatase Assay Buffer, dando origem a uma solucao

Fluorescence Standard 0,5 uM.

1ouL 990uL

i

< ~ Aromatase
Fluorescence  Solucdo-mae 10uM

Standard Assay Buffer
(1rnM) ﬂSO“L
A 950uL
Fluorescence Aromatase
Standard Assay Buffer

Figura 17. Preparacao da solucao de Fluorescence Standard 0,5 uM.

Para a reta de calibracdo prepararam-se numa placa multiwell de fundo branco, 8 pocos
com as seguintes concentracoes de Fluorescence Standard 0,5 uM: o, 1, 2, 3, 4, 6, 8 € 10
pmole/poco. O volume total de cada poco foi ajustado para 100uL. com Aromatase Assay
Buffer.

Posteriormente, a fluorescéncia foi medida em comprimentos de onda entre os 485 e 538

nm num fluorémetro de microplacas.
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Os valores de fluorescéncia obtidos foram corrigidos, subtraindo o valor da fluorescéncia do
branco (opmole/poco) a todos os outros Fluorescence Standard, obteve-se a reta de

calibracao e a respetiva equacao.

3.10.3.3. Preparacao das amostras e realizaciao do ensaio
Apo6s 48h de incubacao das células com os compostos em estudo (secc¢do 3.7), procedeu-se

ao ensaio de determinacao da Atividade Especifica da Aromatase.

Numa primeira etapa preparam-se as amostras, para tal retirou-se o meio de cultura e
adicionou-se 800uL de PBS para a lavagem dos pocos. Adicionou-se novamente PBS e com
o auxilio do cell scraper removeram-se as células aderidas e transferiu-se o conteado de
cada poco para um eppendorf. Centrifugaram-se as amostras durante 5 min a 125 RCF
tendo-se descartado o sobrenadante. Apos este passo, procedeu-se segundo o protocolo do
kit. Adicionaram-se 200 uL de Aromatase Assay Buffer gelado a cada eppendorf,
maceraram-se as células com um pildo e incubaram-se em gelo durante 5 minutos. De
seguida, centrifugaram-se os diferentes eppendorfs com os lisados celulares, a 14 000g
durante 15 min a 4°C. Transferiram-se os sobrenandantes para novos eppendorfs e foram

congelados a -80°C até ao ensaio.

Numa segunda fase, procedeu-se a preparacao das reacoes na presenca e auséncia do
inibidor da aromatase (Aromatase Inhibitor, letrozol 5uM). Este ensaio foi realizado em
triplicado numa placa multiwell de fundo branco de 96 pocos. Descongelaram-se os
eppendorfs com os lisados celulares. Em cada pogo adicionaram-se 12 uL do lisado celular,
2 uL. de NADPH* Generating System (100X) e 36 uL. de Aromatase Assay Buffer. Para
perfazer um volume final de 70 uL adicionaram-se 20 uL de Aromatase Assay Buffer nos
pocos correspondentes ao ensaio na auséncia do inibidor e 20 uL de Aromatase Inhibitor
(51M) nos pocos correspondentes ao ensaio na presenca do inibidor da aromatase (Positive

Inhibition Control) (Figura 18).

Para além destes, foram preparados controlos de forma a garantir o correto funcionamento

do kit nomeadamente:

e Background (controlo negativo) = 7ouL de Aromatase Assay Buffer

e Aromatase PC (controlo positivo) = 25uL. de Recombinant Human Aromatase +

45uL de Aromatase Assay Buffer

e PC + Inhibitor = 25uL de Recombinant Human Aromatase + 20uL de letrozol 5uM
+ 25uL. de Aromatase Assay Buffer.
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A placa foi incubada por 10 minutos a 37°C. Durante a incubacao, foi necessario preparar a
mistura Aromatase Substrate/NADP+ (3X) através da adicao de 6uL. Aromatase Substrate
e 50uL de Solucao B-NADP+ Stock (100X) a 1444uL de Aromatase Assay Buffer.
Imediatamente antes da medicao da fluorescéncia, adicionaram-se 30uL da mistura a cada
poco. A fluorescéncia foi medida no comprimento de onda entre os 485 e 538 nm em modo

cinético, em intervalos de um minuto, durante 60 minutos a 37°C.

A atividade da aromatase foi determinada a partir da conversao do substrato fluorogénico

num metabolito fluorescente detetado na gama do visivel e expresso em pU / mg.

Al © pmole | Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo

B 1 2nMde17- | 2nMde17- | 2nMdei7- | 2nMdei17- | 2nMdei7- | 2nMde17-
1 pmole
18 P-estradiol | P-estradiol | B-estradiol | P-estradiol | P-estradiol | P-estradiol

c 1 0,021875 0,021875 0,021875 0,021875 0,021875 0,021875
2 pmole
P pg/ulde | pg/ulde ng/uL de ng/uL de ng/uL de ng/uL de
Soja Soja Soja Soja Soja Soja
0,0875 0,0875 0,0875 0,0875 0,0875 0,0875
D | 3pmole
pg/ul de | pgful de | pg/ul de | ug/ul de | pg/ul de | pg/ul de
Soja Soja Soja Soja Soja Soja

E 4pmole | Backgroun | Backgroun | Backgroun | Aromatase | Aromatase | Aromatase
d d d PC PC PC

F| ¢ pmole PC+ PC+ PC+
inhibitor inhibitor ihhibitor

8 pmole

10 pmole

Figura. 18. Representacdo esquematica da placa multiwell de 96 pocos para a determinacdo da atividade
especifica da aromatase.

Legenda:

- Reagbes na auséncia do inibidor = 12 pL do lisado celular + 2 pL. de NADPH+ Generating System
(100X) + 56 uL de Aromatase Assay Buffer

- Reacdes na presenca do inibidor =12 pL do lisado celular + 2 uL. de NADPH+ Generating System
(100X) + 36 uL de Aromatase Assay Buffer + 20 pL. Aromatase Inhibitor (5uM)

- Background = 7ouL de Aromatase Assay Buffer

- Aromatase PC =25uL de Recombinant Human Aromatase + 45uL de Aromatase Assay Buffer

- PC + Inhibitor = 25uL. de Recombinant Human Aromatase + 20uL de letrozol 5uM + 25uL de
Aromatase Assay Buffer.

- Padrdes para a reta de calibracgo do kit.
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3.10.4. Calculo da Atividade Especifica da Aromatase
Para calcular a atividade Especifica da Aromatase seguiram-se as instrucées do protocolo

do Aromatase (CYP19A1) Activity Assay kit (fluorometric).

Para cada reacao (amostras e controlos do kit) selecionaram-se dois tempos (T, e T,) na fase
linear na curva da reacdo. A partir destes pontos, calculou-se a média dos valores de

fluorescéncia para cada amostra e controlo, denominados RFU, e RFU..

Ao observar os graficos seguintes (graficos 1, 2 e 3), verifica-se que a fase linear se situa
aproximadamente entre 1 minuto e os 5 minutos, pelo que, estes foram os tempos escolhidos

para a realizagao dos calculos.

1000 A

O T T T T T T T T T T T 1
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Fluorescéncia Ex/e

Background Aromatase PC PC + inibidor

Gréfico 1. Cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na presenca e auséncia do inibidor da aromatase.
Background (controlo negativo); Aromatase PC (controlo positivo); PC + inibidor (controlo positivo + letrozol).
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Extrato de soja 0,021875ug/uL © Extrato de Soja 0,0875ug/uL

Grafico 2. Cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na auséncia do inibidor da aromatase e na
presenca dos compostos em estudo 175-Estradiol 2nM, Extrato de Soja 0,021875 pg/uL e Extrato de Soja 0,0875

ug/uL.

Fluorescéncia Ex/em

@ Controlo de células
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4 VVV
4 Vvv
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4 VVVVV
VVVMWWM
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

17B-Estradiol 2nM + inibidor

Extrato de Soja 0,021875ug/uL + inibidor © Extrato de Soja 0,0875ug/uL + inibidor

Gréfico 3. Cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na presenca do inibidor da aromatase e dos
compostos em estudo, 17p-Estradiol 2nM, Extrato de Soja 0,021875 ug/uL e Extrato de Soja 0,0875 ug/uL.

Posteriormente, calculou-se a variacao da fluorescéncia para cada amostra ao longo do

tempo, denominada AF, com auxilio das seguintes equacoes:

Variacao da Fluorescéncia das amostras: AF; = RFU, — RFU,

(1)

Variagio da Fluorescéncia das amostras na presenca do inibidor: AF, = RFU, — RFU; (2)

Variacdo da Fluorescéncia do Background: AFg. = RFU, — RFU;

(3
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Para calcular a fluorescéncia especifica produzida pela atividade da aromatase, denominada
Cs, utilizou-se a equacao 4. Para tal, dever-se-ia corrigir a intensidade da fluorescéncia de
cada amostra, ou seja, subtrair o valor da fluorescéncia do Background (AFsc) a
fluorescéncia das amostras (AFs) e a fluorescéncia das amostras na presenca do inibidor
(AFy). No entanto, como o valor de AFgc obtido neste ensaio foi negativo (AFpc=-431,11)

excluiu-se este passo, tal como sugerido pelo protocolo.

Cs = (AFs — AFpc) — (AF; — AFpc) & Cs = AFs — AF; 4)
Onde:

Cs corresponde a fluorescéncia especifica produzida pela atividade da

aromatase
AF; corresponde a fluorescéncia das amostras
AFj corresponde a fluorescéncia das amostras na presenca de inibidor

AFgc corresponde a fluorescéncia do Background

De forma a obter a quantidade de metabolito produzido pela reacdo em pmoles,

denominado B, aplicaram-se os valores de Csa equacao da curva de calibracio do ensaio.

Adicionalmente, foi necessario realizar o ensaio de doseamento de proteinas totais para

determinar a quantidade de proteina, em mg, existente em cada poco, denominado P.

Todos estes valores foram utilizados para o célculo da atividade especifica da aromatase

como se demonstra na seguinte equacao:

Atividade Especifica da Aromatase (CYP19A1) = ﬁ uwi/mg (5)

Onde:
B corresponde a quantidade de metabolito produzido pela reacdo em pmoles
AT corresponde a variacao do tempo (T>-T;) em minutos

P corresponde a quantidade de proteina existente em cada pogo, em

miligramas
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A atividade especifica da aromatase ¢ medida em unidade (U) que corresponde a quantidade
de enzima que produz 1umole de metabolito fluorescente por minuto e por hidrolise de

1umole de substrato da aromatase a 37°C e pH=8.

4. Analise e discussao de resultados

4.1. Doseamento de Proteinas Totais pelo método BCA e Adesao celular

Quantificou-se a proteina resultante das células MCF-7 que aderiram a superficie apos 48h
para estudar a influéncia das amostras 17f3-estradiol 2nM, extrato de soja 0,021875ug/uL e
extrato de soja 0,0875 pg/uL na adesao celular.

Partindo dos valores de absorvancia medidos, calculou-se a concentracdo de proteinas
totais das amostras e dos controlos, recorrendo a equacdo da curva de calibracao (Grafico

3). Os resultados obtidos estao representados nos Graficos 4 e 5 e na Tabela 3.
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Gréfico 4. Curva de calibra¢ao do Ensaio de Doseamento de Proteinas Totais.
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Tabela 3. Concentracao de proteinas totais e percentagem de adesao celular para cada amostra.

Amostra Concentracao de Proteinas Adesao celular
totais (ug/mL) (%)
Controlo T, 720,000 100*
Controlo 253,654 35,2
17B-Estradiol 2nM 224,103 31,1
Extrato de Soja 0,021875ug/uL 222,462 30,9
Extrato de Soja 0,0875ug/uL 264,615 36,8

*Nota: Controlo To corresponde a quantidade total de células que foram adicionadas a cada poco.
Consideramos, por isso, ser o valor tedrico de 100% de proteinas totais.

No geral, a concentracao de proteinas foi praticamente idéntica entre as concentracoes

testadas, apresentando um valor préximo do controlo.

Mais em detalhe, nas células expostas a 17f3-estradiol 2nM e extrato de soja 0,021875ug/uL
verifica-se uma ligeira diminui¢ao da quantidade de proteinas totais comparativamente ao
controlo. Na presenca de extrato de soja 0,0875ug/uL observa-se uma maior adesao celular,

apesar da diferenca entre os valores apresentados nao ser estatisticamente significativa.

Destes resultados pode-se concluir que o 173-estradiol 2nM e os extratos de soja 0,021875

pg/uL e 0, 0875ug/uL ndo alteram a adesao das células MCF-7.

—
o] ]
o o

Percentagem de adesdo (%)
g

40
20
0]
Controlo To Controlo 17B-estradiol Extrato de Soja  Extrato de Soja
(2nM) 0,021875ug/uL. 0,0875ug/pL
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Grafico 5. Percentagem de adesao celular das células MCF-7 tratadas apenas com meio de cultura (controlo),
17p-Estradiol 2nM, Extrato de Soja 0,021875ug/uL e Extrato de Soja 0,0875ug/uL comparativamente as células
iniciais, Controlo To.

Com base no grafico 5, os resultados evidenciam uma diminui¢do acentuada da adesdo
celular comparativamente ao controlo To (volume de células iniciais, sem incubacao). Ao
comparar os valores do controlo com o controlo To verifica-se que apenas uma fracao das
células aderiram a placa multiwell e mantiveram-se viaveis durante as 48h. Este resultado
demonstra uma rentabilidade de adesdo celular cerca de 35%.

Comparando os valores de adesao celular das células MCF-7 entre o controlo e os valores
das células tratadas com a concentracao de extrato de soja 0,0875ug/uL observa-se um
ligeiro aumento da adesao celular que ronda os 5% (resultado nao mostrado). Como alguns
constituintes da soja, nomeadamente as isoflavonas tém maior afinidade para o ER-3, o
aumento ligeiro da adesao celular verificado para a concentragao mais elevada de extrato
de soja podera dever-se a ativagao deste recetor por parte das isoflavonas. H4 autores que
referem que a genisteina apresenta capacidades de promover adesdao de células
cancerigenas da prostata, in vitro (770,71).

Desta forma, pode-se concluir que os extratos de soja estudados tém um papel idéntico ao
estradiol na adesao celular, uma vez que os resultados obtidos sao muito préximos.

Tendo por base estes resultados, apenas as células que estavam viadveis aderiram a multiwell
podendo concluir-se que os compostos nao impediram a adesao celular. Em particular, o
extrato de soja 0,0875ug/ul. demonstrou contribuir para uma maior adesdo celular,

comparativamente ao 17p-estradiol 2nM e ao extrato de soja 0,021875ug/uL.

4.2. Determinacao da Atividade da Aromatase em células MCF-7

O ensaio de determinacdo da atividade da aromatase foi realizado em células MCF-7
incubadas com 17p-estradiol 2nM e extrato de soja nas concentracoes de 0,021875ug/uL e
0,0875ug/uL. Para a realizacao deste ensaio recorreu-se ao Aromatase (CYP19A) Activity
Assay kit, tendo-se determinado a fluorescéncia do metabolito formado pelo substrato
fluorogénico da aromatase ao longo de 60 min. Realizaram-se as reacoes simultaneas na
presenca e auséncia do letrozol para garantir a inibicao seletiva da aromatase (ver sec¢ao
3.10.3.3).

Os resultados obtidos da cinética do metabolismo e da atividade especifica da aromatase

estao representados nos Graficos 6 — 10.
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Gréfico 6. Cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na presenca e auséncia do inibidor da aromatase
nas células MCF-7 tratadas com 17B-Estradiol 2nM.
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Gréfico 7. Cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na presenca e auséncia do inibidor da aromatase
nas células MCF-7 tratadas com Extrato de Soja 0,021875ug/uL.
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Gréfico 8. Cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na presenca e auséncia do inibidor da aromatase
nas células MCF-7 tratadas com Extrato de Soja 0,0875ug/uL.
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Grafico 9. Curva de calibracio da atividade especifica da Aromatase.
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Gréfico 10. Atividade Especifica da Aromatase em células MCF-7.

Pela analise dos graficos 6,7 e 8 observa-se que a atividade aromatase das células MCF-7
tratadas com extrato de soja 0,0875ug/uL nao foi inibida pelo letrozol.

Seria de esperar que se verificasse alguma atividade desta enzima na presenca de 173-
estradiol 2nM e de extrato de soja 0,021875ug/uL (Grafico 10) (60,72). No entanto, para as
células tratadas com estes compostos, também nao se verifica uma alteracao da cinética do
metabolismo em relacdo ao controlo (Graficos 6 e 7).

Tais resultados podem-se justificar por uma das seguintes razoes:

e Na3o existe qualquer atividade da aromatase nas células MCF-7 incubadas apenas

com meio de cultura, 17p3-estradiol 2nM ou extrato de soja 0,021875ug/uL;

ou,

e A sensibilidade do kit nao é suficiente para detetar niveis tdo baixos de atividade da
aromatase como os que se verificam com o controlo, 173-estradiol 2nM e extrato de

soja 0,021875ug/uL.

A segunda hipotese parece ser mais provavel, uma vez que se verifica atividade positiva da
aromatase nas células incubadas com extrato de soja 0,0875ug/uL (Grafico 10).

Este resultado pode estar associado a uma reducao da inibicao da atividade da aromatase
na presenca do letrozol por influéncia dos componentes dos extratos de soja, como por

exemplo a genisteina.
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Num estudo desenvolvido pelo grupo de investigacdo em que este trabalho esta inserido,
demonstrou-se que entre as duas principais isoflavonas presentes na soja, daidzeina e
genisteina, a que contribuiu mais para aumentar a atividade da aromatase em células MCF-

7 foi a genisteina particularmente com uma concentracao de 50uM (73).

Evidencia-se que as concentracoes testadas sao diluicoes efetuadas a partir do p6 de uma
capsula de um suplemento alimentar a base de soja. Perante estes resultados, verifica-se
que existe atividade da aromatase com a concentracao de extrato de soja mais elevada,
contrariamente a concentracdo mais baixa estudada. Estes resultados indicam que,
possivelmente, concentragoes mais elevadas, por exemplo com a capsula inteira, poderao
ter maior influéncia na atividade da aromatase. Esta hip6tese corrobora com o efeito dose-
dependente da genisteina na atividade da aromatase demonstrado por Mylimaki e

colaboradores (74).

Segundo a literatura, a influéncia da soja e suas isoflavonas no cancro da mama, é muito
controversa. Adicionalmente, o papel destas moléculas na atividade da CYP19A1 nao esta

bem clarificado e continua a ser uma lacuna no conhecimento cientifico.

Alguns autores relatam que os extratos de soja inibem a atividade da aromatase em
microssomas placentarios humanos e até em células MCF-7aro (linha celular de cancro da

mama com sobrexpressao da aromatase) (72).

Por outro lado, Myllymaki e colaboradores referem que a genisteina, estimula a atividade
da aromatase em culturas de foliculos ovarianos isolados de ratos e van Dursen e
colaboradores demonstraram que a genisteina nao s6 induziu a expressao e atividade da
aromatase em células MCF-7 como reduziu a atividade do Fadrozol (inibidor da aromatase)
numa co-cultura de células MCF-7 e BAFs (Fibroblastos adiposos da mama) (74,75). Este
altimo grupo mostrou ainda que numa outra co-cultura de células MCF-7 e H295R (células
de adenocarcinoma humano) tratadas com genisteina o efeito inibitério do letrozol no
crescimento celular foi diminuido, levando a conclusao de que a genisteina consegue alterar

a acao do letrozol e estimular o crescimento de tumores hormono-dependentes (75).

Contudo, destaca-se que estudos realizados por outros investigadores para avaliar a
influéncia da soja e suas isoflavonas na atividade da aromatase, utlizados para discutir os
resultados obtidos por este estudo, foram desenvolvidos em condicoes diferentes das
utilizadas neste trabalho, nomeadamente com células e tecidos distintos. No entanto, sabe-
se que a atividade da aromatase é especifica de cada tecido, por envolver a ativacao de

diferentes promotores consoante o tecido.

Os resultados obtidos mostram que concentra¢oes mais elevadas do extrato de soja alteram

a atividade da aromatase em células de cancro da mama e diminuem a eficacia do letrozol,
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podendo as doses terapéuticas do letrozol nao ser suficientes para inibir a aromatase e,
consequentemente, a proliferacdo de células tumorais estimuladas pelos fitoestrogénios

presentes nos extratos de soja.

Uma vez que, muitas mulheres com cancro da mama utilizam suplementos a base de soja e
de isoflavonas como alternativa a terapéutica hormonal de substituicao, para atenuar os
efeitos da menopausa, é relevante alertar as mulheres com cancro da mama cuja terapéutica
seja um inibidor da aromatase e que cumulativamente ingiram suplementos a base de soja
para uma possivel diminuicao da eficacia do tratamento do cancro da mama dependente de

estrogénios.

5. Conclusoes e perspetivas futuras

Os compostos estrogénicos estudados (17p3-estradiol 2nM, extrato de soja 0,021875ug/uL e
extrato de soja 0,0875ug/uL) ndo impedem a adesdo das células MCF-7 a superficie de
crescimento. Particularmente, o extrato de soja 0,0875ug/uL foi o composto onde se

verificou maior ades3o celular.

A presenca do extrato de soja na concentracdo mais elevada (0,0875ug/uL) promoveu a

atividade da aromatase e diminuiu a atividade inibitéria do letrozol.

Quanto aos restantes compostos analisados, nao se verificou atividade da aromatase, muito
provavelmente devido a sensibilidade do kit ser inferior a atividade das amostras em
andlise. Este dltimo aspeto direciona-nos a um trabalho futuro para aprofundar o
conhecimento da influéncia dos extratos de soja na atividade da aromatase em células MCF-

7 em concentragoes superiores as utilizadas neste ensaio.

O kit comercial, Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit, ainda nao é dos métodos mais
comumente utilizados na investigac¢ao cientifica, no entanto, este estudo permitiu conhecer
melhor o funcionamento do mesmo e, futuramente, podera ser utilizado para testar a

influéncia de outros compostos na atividade da aromatase.

O consumo deste tipo de suplementos por mulheres em menopausa esta a aumentar e em
contrapartida os dados sobre os seus efeitos na saide da mulher permanecem ambiguos.
No geral, os resultados mostram que é necessario ter alguma cautela na toma de

suplementos a base de soja em doentes com cancro hormono-dependente.

E necessario aprofundar o conhecimento sobre as interagoes dos suplementos a base de soja

com a terapéutica utilizada na préatica clinica, de forma a salvaguardar a saide das mulheres.
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Experiéncia Profissionalizante na Vertente de Farméacia Comunitaria

Capitulo II — Experiéncia Profissionalizante na

vertente de Farmacia Comunitaria

1. Introducao

A farméacia comunitaria é, muitas vezes, o primeiro estabelecimento de satde onde os
cidadaos recorrem, principalmente, quando tém algum problema de satide reconhecendo
assim, a proximidade, disponibilidade, dedicacdo e a competéncia profissional dos
farmacéuticos. A atividade do farmacéutico comunitario engloba um conjunto de cuidados
farmacéuticos cada vez mais centrados no cidadao e nas suas necessidades. Além de
promover o uso racional do medicamento, estes profissionais de satde sao capazes de
proporcionar um suporte para as opcoes terapéuticas (farmacologicas ou nao
farmacologicas) mais adequadas ao utente em especifico, assim como, um
acompanhamento ativo da terapia, tanto a nivel de seguranca medicamentosa, como de

efetividade (1).

Para garantir o elevado nivel de qualificacao dos futuros farmacéuticos, o estagio curricular
torna-se uma mais valia para que os estudantes possam contactar com a realidade da
farmécia comunitaria e colocar em pratica todos os conhecimentos técnico-cientificos

adquiridos durante o mestrado integrado.

O meu estéagio decorreu entre 3 de fevereiro e 24 de julho (com seis semanas de interrup¢ao
devido ao Estado de Emergéncia declarado em Portugal) na Farmacia Vitoéria, sob a
supervisdo da Diretora Técnica, Dr2 Alcina Leal. Durante este periodo foi possivel
compreender toda a dinamica associada a farmaécia e aos farmacéuticos comunitarios, assim
como, desenvolver competéncias e capacidades para aplicar os conhecimentos tebricos em

situacOes praticas da atividade farmacéutica.
1.1. Contextualizacao da legislacao farmacéutica

A atividade farmacéutica é regulada por diversos orgaos entre os quais se destacam a
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Satde, I.P. (INFARMED I.P.) e a
Ordem dos Farmacéuticos. Atendendo as particularidades do setor, este encontra-se
legislado por diversos diplomas nomeadamente pelo Decreto-lei n.° 307/2007, de 31 de
agosto com consequentes alteracoOes legislativas, onde se estabelece o regime juridico das

farmAcias comunitéarias (2).
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Contudo, a legislacdo é complementada com normas de orientagdo clinica de forma a
providenciar a todas as farméacias referéncias de qualidade segundo as quais se devem reger.
Neste ambito, a Ordem dos Farmacéuticos disponibiliza um conjunto de “Boas Préaticas
Farmacéuticas para a Farméacia Comunitaria” onde constam normas que contribuem para

melhorar os padroes e as praticas exercidas na farméacia (1).
2. Organizacao da Farmacia

2.1. Localizacao e horario de funcionamento

A Farmacia Vitoria situa-se na Rua 5 de Outubro, na cidade do Fundao, distrito de Castelo

Branco.

Relativamente ao horario de funcionamento, este encontra-se exposto na porta exterior
visivel a todos os utentes. A referida farmécia esta aberta de segunda a sexta-feira entre as
8h30 e as 20h e aos sabados entre as 8h30 e as 13h. Além deste horario, e de forma rotativa
de cinco em cinco semanas, este espaco de saude esta em servico de disponibilidade, ou seja,
durante uma semana (de quinta-feira a quinta-feira da semana seguinte) a farmacia esta

disponivel para atender os utentes apds o horario normal e em caso de urgéncias.

Durante o periodo de estagio o horario de funcionamento alterou-se temporariamente
(8h30-19h) devido a declaracao do estado de emergéncia nacional, em consequéncia da
pandemia do SARS-COV 2 (novo coronavirus). Esta situacao de satde publica é abordada

na seccao n°16.
2.2, Caracterizacao do espaco

As instalacOes da farmacia estdo em conformidade com a legislacao em vigor, uma vez que
reinem todas as condicOes necessarias, de forma a garantir a seguranca, conservacao e
preparacdo dos medicamentos e, também, a comodidade e a privacidade tanto dos

colaboradores como dos utentes.

2.2.1. Espaco Exterior

A farmacia é facilmente identificivel, pode-se observar um letreiro com o seu nome
(“Farmacia Vitoria”) e uma cruz verde luminosa, que se encontram iluminados sempre que
a farmacia estd de servico permanente. Além disso, a cruz verde também fornece
informacGes uteis, nomeadamente a temperatura, a hora e alguns servicos prestados. Para
a dispensa de medicamentos durante o periodo de servico permanente, a farmacia dispoe

de um postigo que auxilia o atendimento ao utente (1).
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Tal como mencionado anteriormente, na porta exterior estd afixado o horario de
funcionamento da farm4cia, as escalas de turno do servico de disponibilidade das diferentes
farmécias do municipio e a respetiva localizacao. Na fachada da farmacia esta visivel uma
placa com o nome da diretora técnica, Dr2 Alcina Leal. Todas estas informacgdes estao ao

dispor de qualquer cidadao, mesmo sem entrar na farmacia (1).

As montras sao atualizadas regularmente com informacgOes uteis para os utentes,
campanhas promocionais, atividades desenvolvidas pela farmacia ou ajustadas com

produtos de satide consoante a época do ano.

Para aceder ao espaco interior, a farmacia dispoe de uma pequena rampa de acesso que

facilita a entrada de todos os utentes.

2.2.2. Espaco Interior

O espaco interior da Farmacia Vitoria é composto por diversas areas, cujas dimensoes se
enquadram na legislacdo, encontrando-se distribuidas por dois pisos. Além das divisoes
exigidas por lei, nomeadamente uma sala de atendimento ao puablico, um armazém, um
laboratorio, instalagdoes sanitarias para os utentes e um gabinete de atendimento
personalizado, a farmécia possui um segundo armazém de apoio, um segundo gabinete de
atendimento personalizado, um gabinete da direcao técnica, uma sala de apoio informaético,
uma zona de rececao de encomendas, instalagoes sanitarias para a equipa da farméacia e uma

area de refeicao (3).

No interior da farmaécia, encontra-se uma zona ampla de atendimento ao ptublico, que se
caracteriza por apresentar seis balcGes individualizados cada um com o
equipamento/material necessario para o atendimento (um computador, um leitor 6tico,
impressora de faturas e outra de etiquetas de posologia, uma caixa registadora e um
terminal multibanco), cadeiras para que os utentes possam esperar pela sua vez de forma
mais comoda, um sistema de senhas de atendimento e dois dispensadores, um de 4gua e
outro de desinfetante de maos, gratuitos para o utente. Nesta zona, encontramos também
os produtos de venda livre nomeadamente produtos de puericultura, ortopedia, podologia,
de higiene corporal, dietéticos, perfumes, cosméticos e medicamentos nao sujeitos a receita
médica (MNSRM). Estes tltimos encontram-se atras dos balcoes de atendimento, de forma
a evitar o acesso direto pelos utentes. Adicionalmente, existem gavetas atras dos balcoes,
onde estdo armazenados os produtos com uma alta rotatividade para facilitar o

atendimento.

Como referido anteriormente, nesta farmacia existem dois gabinetes de atendimento
personalizado garantindo a privacidade e a comodidade dos utentes. Cada um deles esta

destinado a funcoes distintas. O primeiro esta equipado com cadeiras, mesa, lavatorio e
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reservatorios especificos para a recolha de residuos biolégicos e é utilizado principalmente
para a determinacdo de parametros bioquimicos e fisiol6gicos, nomeadamente glicémia,
colesterol, triglicéridos e pressao arterial. O outro gabinete, maior do que o primeiro, possui
marquesa, mesa, cadeiras, lavatorio, um Kit de urgéncia, caso ocorra uma reacao anafilatica
provocada por alguma vacina ou injetavel, sendo utilizado para prestar alguns servicos que
a farmacia disponibiliza aos seus utentes nomeadamente, a administracao de injetaveis e de
vacinas nao incluidas no plano nacional de vacinacao (PNV), troca de seringas, consultas de
nutricao clinica e desportiva, consultas de podologia, testes de gravidez, testes point of care
(ex: VIH e Streptococcos A) incluindo o aconselhamento pré e pos-teste, furacao de orelhas,
acompanhamento farmacéutico, entre outros. Esta divisdo também é utilizada quando os
farmacéuticos necessitam promover um atendimento mais personalizado e/ou com maior

privacidade.

Quanto ao armazenamento dos medicamentos e produtos de satde, estes estao organizados
em diferentes locais por forma farmacéutica e sempre por ordem alfabética. Os
medicamentos sujeitos a receita médica encontram-se num armario com gavetas
deslizantes, enquanto que os medicamentos nao sujeitos a receita médica estdo distribuidos
em diversas prateleiras na zona de armazém e em gavetas atras do balcao de atendimento,
como mencionado anteriormente. Junto ao armaério existe também um frigorifico para

armazenar produtos que requerem a conservacao entre 2°C e 8°C.

No 1° andar, a zona de rececao de encomendas esta equipada com dois computadores, um

telefone fixo e trés impressoras, sendo uma delas para etiquetas.

No laboratério pode encontrar-se todos os materiais necessarios a preparacao de
medicamentos manipulados, incluindo uma balanca de precisdo e um Unguator® que
auxilia a preparacio de medicamentos semi-s6lidos. E possivel encontrar algumas matérias
primas mais comumente utilizadas (exemplo: vaselina), devidamente armazenadas em
armarios a temperatura ambiente. Junto a esta divisdo existe uma biblioteca com a
documentacdo cientifica atualizada e essencial a pratica farmacéutica, nomeadamente o
Formulario Galénico Portugués, a Farmacopeia Portuguesa, Manual de Boas Praticas em

Farméicia Comunitaria entre outros que serao abordados na sec¢ao n° 3.
2.3. Recursos Humanos

Os recursos humanos de uma farmacia tém um papel fundamental para garantir o uso
adequado do medicamento, uma vez que estes sao a ponte entre o utente e o medicamento.
Assim sendo, a Farmacia Vitoria conta com a colaboracao de 8 profissionais todos eles

identificados com um cartao com o seu nome e o respetivo titulo profissional (2). O quadro
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técnico é composto pela Diretora Técnica, uma farmacéutica substituta, quatro

farmaceéuticos e dois técnicos superiores de satde.

De modo a disponibilizar outros servicos aos utentes da Farmécia Vitoria, a equipa conta
também com a colaboracdo de duas nutricionistas e uma podologista. Com estes

colaboradores cooperam também uma auxiliar de limpeza e um contabilista.
2.4. Recursos informaticos

No que diz respeito ao sistema informatico, todos os computadores da referida farméacia
estao equipados com o SIFARMA 2000, no entanto, e ainda numa fase de experiéncia

piloto, os colaboradores podem também utilizar o novo SIFARMA.

Estes sistemas informéticos sao rotineiramente utilizados em todas as fases do circuito do
medicamento desde a entrada na farmécia até a dispensa ao utente, passando pela gestao
de stocks e de prazos de validades, registo de devolugoes, encomendas ao fornecedor e

etiquetagem dos produtos de venda livre, entre outras funcionalidades.

Durante o estagio compreendi que o SIFARMA 2000 representa uma ferramenta
fundamental e indispensavel ao bom funcionamento da farmécia. Contribui para um
melhor desempenho dos seus profissionais, o que se traduz numa maior seguranca na
dispensa, uma vez que obriga a uma dupla verificacdo da medicacdo cedida, bem como no
aconselhamento do medicamento ao utente, pois disponibiliza informacdes cientificas uteis
no ato da dispensa. Este sistema também permite o acompanhamento do histoérico do
utente com a criacdo de fichas do utente e, consequentemente, facilita a dete¢ao de contra-
indicacoes reduzindo, assim, possiveis interacoes medicamentosas e erros associados a

dispensa de medicamentos.
3. Informacao e documentacao cientifica

As farmacias sdo encaradas, pela maioria dos utentes, como estabelecimentos de saude a
que podem recorrer para resolucio de situacdes de satide consideradas menores. Por este
motivo, é imperativo capacitar todos os colaboradores das farmacias para a correta
resolucdo dos problemas dos utentes através de um adequado aconselhamento

farmacéutico.

Consultar documentacao cientifica é essencial para o farmacéutico se manter atualizado das
novas informacoes acerca dos medicamentos e outros produtos de satide e bem-estar, além
de contribuir para um aconselhamento cientificamente rigoroso e consolidado. Com isto, o

farmacéutico torna-se capaz de esclarecer todas as suas duvidas e também as dos utentes
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em relacdo aos medicamentos ou produtos de saide e bem-estar, tendo por objetivo

alcancar os melhores resultados em satde de todos os cidadaos.

A biblioteca da Farmécia Vitoria dispoe de um conjunto de documentos essenciais aos
farmacéuticos, tais como Farmacopeia Portuguesa, sendo esta de carater obrigatério em
todas as farmaécias, Prontuario Terapéutico, Formulario Galénico Portugués, Manual das
Boas Praticas em Farméacia Comunitaria, indice Merck, Dicionarios de Termos Médicos,

Direito Farmacéutico, Simposium Terapéutico e o Indice Nacional Terapéutico.

Além desta literatura fisica, estdo disponiveis documentacoes online através do Centro de
Informacao do Medicamento e Intervencoes em Saide (CEDIME) da Associacao Nacional
das Farmacias (ANF) e o Centro de Informacao do Medicamento (CIM). Também € possivel
contactar estes centros por via telefonica para o esclarecimento de davidas. Consultando os
sitios da internet da ANFonline e do INFARMED, é possivel encontrar varios tipos de
publicacoes legislativas e cientificas tais como circulares, newsletters, noticias mais
recentes, caracteristicas dos medicamentos entre outras informacées de caracter
legislativo/cientifico. Adicionalmente, e através do iSatida do SIFARMA também é possivel
encontrar diversas informacoes cientificas que complementam o atendimento e que podem

ser disponibilizadas aos utentes.

Em virtude de uma reacao adversa a um medicamento (descrita no tépico 9) desenvolvida
por uma utente contactei telefonicamente o CEDIME para me esclarecer algumas davidas

acerca das manifestagoes adversas do medicamento e transmitir as informacées a utente.

Outra forma de atualizar os conhecimentos cientificos é através dos delegados de satde.
Estes transmitem nao s6 informacoes tteis para um melhor aconselhamento dos utentes,
como as vantagens e desvantagens do medicamento representado por eles

comparativamente a outro.

No entanto, sempre que chegam documentos a farmacia, quer seja via e-mail, carta ou fax,

estes sdo analisados, comunicados a equipa e, posteriormente, arquivados.

4. Aprovisionamento e armazenamento

Atualmente, devido a enorme quantidade e diversidade de produtos de satde e
medicamentos disponiveis no mercado, a gestdo do stock da farmacia tornou-se uma
atividade essencial para a rentabilizacio da mesma e para o seu bom funcionamento. E
nesta seccao que o farmacéutico tem de ter uma boa capacidade de gerir os recursos

disponiveis para satisfazer, da melhor forma possivel, as necessidades dos seus utentes.
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Assim, a otimizacao do stock dos produtos disponiveis na farmécia torna-se uma mais valia
no aprovisionamento e armazenamento dos mesmos e deve-se ter em conta a sazonalidade
e a rotatividade dos produtos, tentado minimizar o volume do stock e reduzir as ruturas do
mesmo. Nesta seccdo, o sistema informatico SIFARMA 2000 desempenha funcoes
importantes, uma vez que permite criar fichas dos produtos nas quais se insere o seu stock
minimo e maximo. Quando se verifica uma diminuicdo do stock de um determinado
produto, o SIFARMA 2000 propoe automaticamente uma encomenda de forma a repor os

niveis pré-definidos.

O meu estagio iniciou-se nesta seccdo, na qual comecei por ajudar na rececao de
medicamentos e produtos de saide. Com esta tarefa consegui também familiarizar-me com
o sistema informatico e com os nomes comerciais de alguns dos medicamentos que até

entao desconhecia.

4.1 Selecao de um fornecedor

De forma a garantir o stock dos medicamentos e produtos de satide disponiveis na farmaécia,
os fornecedores encarregam-se de fazer a entrega dos mesmos. Para selecionar um
fornecedor em detrimento de outro é necessario ter em consideracao diversos aspetos,
nomeadamente os precos de venda e descontos associados, as horas de entrega, a
possibilidade de devolucoes e condicoes comerciais. Posto isto, a farmécia Vitoria associou-
se a um grupo de compras, o Grupo Unica, que é composto por mais de 120 farmAcias.
Através dele estabelecem-se parcerias entre as farmacias e a indtstria farmacéutica para se
conseguir melhores condi¢cdes nas compras e otimizar os custos. Desta forma, tenta-se
combater as dificuldades econémicas vividas pelo setor e potenciar a rentabilidade das

farmaAcias.

O SIFARMA 2000 assinala e destaca os produtos pertencentes ao grupo durante a dispensa

dos mesmos, o que permite fazer op¢oes de dispensa mais rentaveis para a farmécia.

Numa primeira fase do estagio, a Farmacia Vitdria estabelecia parcerias com a Alliance
Healthcare, a Plural e com a Udifar. O principal fornecedor desta farmécia é a Plural que
fazia trés entregas diarias as 9h30, 14ho0 e 19h45. A Udifar fazia entrega de produtos as
9hoo e as 16h30, e a Alliance Healthcare procedia a entrega as 09hoo, as 13h40 e as 18h25.
O facto de estes fornecedores fazerem entregas mais do que uma vez por dia possibilita que
os medicamentos em falta sejam repostos no proprio dia e permite que os stocks dos

produtos sejam mais reduzidos.
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Em caso de rutura de stock e urgéncia em obter um determinado medicamento por um
utente, os farmacéuticos podem contactar com outras farmacias do municipio para saber se

alguma delas tem stock disponivel para satisfazer a necessidade do mesmo.

Contudo, o nimero de encomendas rececionadas durante e ap6s o periodo de estado de
emergéncia também foi alterado. Inicialmente cada fornecedor encarregava-se de entregar
as encomendas uma vez por dia. Atualmente as encomendas sao rececionadas de manha e
as 14h. Além disso, a Udifar deixou de operar no mercado de entregas dos medicamentos,

ficando a Farmaécia Vitoria com 2 fornecedores: Plural e Alliance Healthcare.
4.2 Encomendas

As encomendas sao realizadas através do SIFARMA 2000 entre duas a trés vezes por dia
consoante o fornecedor. Também existem diversos tipos de encomendas: diérias,

instantaneas, encomendas por via verde e diretas.

As encomendas diarias sio geradas automaticamente pelo SIFARMA 2000 com base
nos stocks maximo e minimo de cada produto e no armazenista preferencial. Sempre que o
stock atinge o minimo ou menos, o sistema propde uma encomenda de forma a repor o stock
maximo. Antes de ser enviada ao fornecedor, esta encomenda é verificada e atualizada, se

necessario, por um elemento da equipa responsavel por esta tarefa.

As encomendas instantineas sao realizadas normalmente durante o atendimento e
servem, principalmente, para superar a falta de um produto momentaneamente na farméacia
ou para encomendar um produto que, normalmente, ndo apresenta stock na farmacia. Este
tipo de encomendas ¢é 1til para satisfazer as necessidades dos utentes. Apos a selecao do
fornecedor, é possivel indicar ao utente a data prevista de entrega do produto e o respetivo

preco.

As encomendas por via verde sio um mecanismo excecional para abastecer as
farmacias em relacao a alguns medicamentos especificos quando estes estdo em situacao de
rutura. Habitualmente, s3o realizadas no ato da dispensa e na presenca de uma receita
médica, uma vez que este dltimo critério é o requisito obrigatério para a entrega do

medicamento a farméacia em detrimento de outros tipos de encomendas.

As encomendas diretas sao feitas diretamente ao fabricante. Com base nas suas notas de

encomenda insere-se manualmente todos os produtos no sistema informatico.

Para além das encomendas acima mencionadas, os produtos necessarios podem ser
encomendados por via telefonica ou via e-mail, principalmente para fornecedores que nao

aceitam encomendas pelo sistema informatico, como ¢ o caso especifico da Beiravet®, um
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fornecer de produtos veterinarios. Posteriormente, sao arquivadas as notas de encomenda
até a entrega do produto. Durante o estagio, tive a oportunidade de contactar e rececionar

todos os tipos de encomendas.

4.2.1 Rececao de encomendas

Assim que as encomendas chegam a farmacia, é necessario proceder a sua rececao, ou seja,
introduzir todos os produtos no SIFARMA 2000 para que possam estar disponiveis para
dispensa. Por norma, a acompanhar as encomendas vém sempre as faturas, em duplicado,
para que seja possivel confirmar os produtos rececionados. Nestas faturas constam sempre
os dados do fornecedor e da farmacia (nomeadamente nome, morada e namero de
contribuinte), o nimero de encomenda e o respetivo codigo, designacao de cada produto
enviado, o c6digo nacional do produto (CNP), data de validade, quantidade encomendada e
fornecida, preco de venda ao publico (PVP) (quando se tratam de MSRM), preco de venda
a farmacia (PVF), imposto sobre o valor acrescentado (IVA), preco liquido por unidade,

numero total de embalagens e o valor total da fatura.

O passo inicial da rececdo das encomendas, ap0s se selecionar o fornecedor e a referéncia
da fatura, é introduzir o nimero da mesma e o valor total. No entanto, para encomendas
que sejam feitas diretamente ao delegado de informacao médica ou por contacto telefénico
¢é necessario criar manualmente a encomenda no SIFARMA 2000, na seccao “Gestao de
Encomendas” para que se possa rececionar de igual forma. Posteriormente, 1é-se o CNP,
cbédigo bidimensional “datamatrix”, ou o cédigo de barras do produto através de um leitor
oOtico, verifica-se o estado de conservacao, a data de validade, a quantidade fornecida, o PVP
e o PVF. Neste ponto, da-se prioridades aos produtos refrigerados. Estes sdo os primeiros a
ser conferidos para se armazenar o mais rapidamente possivel no frigorifico. Apo6s todas
estas verificacoes em todos os produtos rececionados, o montante final a pagar ao
fornecedor e o nimero de unidades devem coincidir com os apresentados pela fatura.
Quando se finaliza a rececao da encomenda é possivel transferir para outro fornecedor os

produtos que estavam encomendados e nao foram enviados para a farmaécia.

Os MNSRM nao apresentam PVP na fatura nem nas embalagens, uma vez que o preco de
venda vai ser calculado com base no PVF, no IVA (6 ou 23%) e nas margens de

comercializacao da farméacia. Depois de determinar o PVP, os MNSRM sao etiquetados.

Terminada a rececao das encomendas, os produtos sao transportados em caixas para serem

armazenados no devido lugar.
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4.2.2 Devolucao de produtos

Para se proceder a uma devolucao de um produto podem ocorrer diversas situacgoes:
embalagem danificada, erro no pedido ou no envio, prazo de validade expirado, produto
retirado do mercado, entre outras situacoes. No sistema é necessario introduzir o
fornecedor, a designacao do produto, o motivo de devolucdo e o nimero da fatura de
compra. Para completar esta informagao também se pode adicionar uma nota ao fornecedor
solicitando o modo, preferencial, de como a farmacia quer ser reembolsada (substituicao do

produto ou crédito), quando possivel.

As devolucoes de medicamentos e de produtos de satde sdo registadas no sistema
informatico, nomeadamente na parte de “Gestao de Devolucdes” para que seja emitida a
nota de devolugao em triplicado. Assim, o original e o duplicado sdo carimbados e assinados
pelo membro da equipa que procedeu a devolucao e seguem juntamente com o produto até
ao fornecedor. O triplicado é assinado pelo estafeta que faz a sua recolha e é arquivado na

farmacia (anexo I).

Nas situacoes em que a devolucao é aceite, os fornecedores repéem o produto nas condicoes
corretas ou criam uma nota de crédito. Com qualquer um destes elementos procede-se a
regularizagdo da nota de devolugdo no sistema informatico da farmaécia. Pelo contrario,
quando a devolucgao nao é aceite, o fornecedor indica o motivo e volta a enviar o produto

para a farmacia nas mesmas condicoes.

4.3 Armazenamento

Apoés a rececao das encomendas, é necessario arrumar todos os produtos no devido lugar.
Para isso, estes sao transportados em caixas proprias até ao armazém principal e depois
armazenados nos respetivos lugares, tendo subjacente os principios “FEFO”, “first expire,
first out” para medicamentos com data de validade e “FIFO”, “first in, first out” para aqueles
que nao apresentam data de validade. Estes principios contribuem para um melhor e mais
eficaz escoamento dos produtos, evitando que fiquem retidos demasiado tempo na
farmacia. Desta forma, os MSRM sao agrupados por ordem alfabética e por formas
farmacéuticas: comprimidos/cépsulas, injetdveis n3o termolabeis, pomadas/cremes,
supositorios, produtos oftdlmicos e xaropes. Estes sio armazenados num armario com
gavetas deslizantes enquanto que outros produtos de satide como suplementos alimentares,
gotas orais, dispositivos de inalacdo e formas farmacéuticas de uso externo estao
distribuidos por prateleiras. Os MNSRM com maior rotatividade encontram-se em gavetas

atras dos balcoes de atendimento (ver seccdo 2.2.2). Os produtos termolabeis sao

armazenados num frigorifico, cuja temperatura varia entre os 2°C e os 8°C, de forma a
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garantir a correta conservacao e estabilidade de acordo com as indicacoes do fabricante.
Quanto aos medicamentos psicotropicos, estes encontram-se guardados num cofre de dupla

fechadura.

No que se refere as condi¢oes de armazenamento e conservacao dos medicamentos, no geral
estes devem ser conservados a uma temperatura entre os 15°C e os 25°C e uma humidade
relativa inferior a 60%, exceto os produtos termolabeis. De forma a assegurar as corretas
condicOes de conservacgao, estes parametros sao monitorizados e registados duas vezes por
dia em todas as divisOes da farmacia onde possam estar guardados medicamentos ou outros
produtos de satide. Esta situagao implica a existéncia de termo-higrometros calibrados nas
diferentes divisOes e no frigorifico. Estes equipamentos sdo analisados e calibrados pelas
entidades competentes anualmente, assim como o esfigmomandémetro e as balancas do
laboratério. Quanto ao termo-higrometro do frio este regista automaticamente as

temperaturas ao longo do dia.

Durante o estagio, aprendi a armazenar corretamente os diferentes medicamentos o que
contribuiu para uma melhor compreensdo do quao importante é a correta organizacio e
gestao dos stocks para obter os maiores beneficios ndo s6 para o utente que esta a ser
atendido, mas também para o bom funcionamento da farmacia. Além disso, foi-me delegada

a funcao de verificar e registar os valores de temperatura e de humidade diariamente.

4.4 Controlo dos prazos de validade

Nesta farmicia os prazos de validade sdo controlados principalmente em trés fases
distintas: aquando da rececio da encomenda, mensalmente e durante o atendimento. E
necessario garantir um rigoroso controlo dos prazos de validade, ndo s6 para nao ser
dispensado nenhum produto fora de validade, como para assegurar a estabilidade do
mesmo. Como ferramenta de auxiliar neste controlo de validade, o SIFARMA 2000 permite

emitir uma listagem de todos esses produtos.

Assim, na Farmécia Vitoria, é emitida uma listagem dos produtos cujos prazo de validade é
reduzido. Nesta lista vem indicado o c6digo do produto, a designacao, o stock, o prazo de
validade (més e ano) e ainda uma linha para corrigir a data de validade, caso esta esteja
incorreta. Esta politica permite recolher atempadamente os medicamentos e outros

produtos com validade a expirar e, simultaneamente, detetar eventuais erros de stock.

Apoés a verificagdo completa da listagem, pode-se assinalar estes medicamentos como
prioritarios e coloca-los numa sec¢ao propria para poderem ser escoados atempadamente.
Tendo por base o regime posoldgico do utente, pode ser possivel ceder estes medicamentos

em detrimento de outros com maior prazo de validade. Nestes casos, é necessario garantir
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que o prazo de validade nunca é ultrapassado. Caso esta situacao nao seja possivel, deve-se

proceder a devolucao dos produtos ao fornecedor correspondente.

Durante o estagio, verifiquei as validades dos diferentes produtos, o que me permitiu
familiarizar com a localizagdo de muitos MNSRM e outros produtos de satide, bem como
saber que produtos de dermocosmética, ortopedia, puericultura estdo disponiveis na

farmacia.
5. Dispensa de medicamentos

Os farmacéuticos, como agentes de satde, tém como “primeira e principal responsabilidade
a saide e o bem-estar do doente e do cidadao em geral” (4). A dispensa de medicamentos é
considerada uma tarefa de extrema relevancia, na qual o farmacéutico é responséavel, apos
avaliar toda a medicacao, por ceder medicamentos ou substancias medicamentosas aos
doentes independentemente do medicamento ser sujeito ou nao a receita médica (1).
Durante este ato, é necessario promover o uso racional do medicamento, garantir que a
medicacdo a ser dispensada é segura e que é acompanhada por toda informacao, verbal e
escrita, necessaria ao seu correto uso. Neste ponto, é necessario também que o farmacéutico
saiba adequar o seu discurso consoante o utente que esta a atender. Existem diversas
formas para facilitar a relacdo farmacéutico-utente-medicamento de modo a que a
informacao que se quer transmitir seja compreendida pelo utente. Esta abordagem podera
ser feita através de etiquetas com a descricao da posologia, etiquetas com pictogramas,

folhetos informativos, via e-mail e mensagens por telemovel.
5.1 Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

Os medicamentos s3o sujeitos a receita médica (MSRM) sempre que seja necessaria a
vigilancia médica durante o tratamento por constituirem um risco para a satde do
doente/utente, sejam utilizados para fins distintos aqueles a que se destinam, contenham
substancias ou preparacoes a base dessas substancias que necessitam de ser monitorizadas
devido a sua atividade ou aos seus efeitos adversos, ou quando se destinam a ser

administrados por via parentérica (4).

Os MSRM sao dispensados exclusivamente pelas equipas das farmacias mediante a
apresentacao da prescricao médica emitida por profissionais devidamente habilitados. O
farmacéutico deve fazer a avaliacao farmacoterapéutica dessa receita e verificar se todos os
itens exigidos na validacao da mesma estao corretos. Na prescricao de um medicamento

constam obrigatoriamente a respetiva Denominacdo Comum Internacional (DCI) da
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substancia ativa, a forma farmacéutica, a dosagem, a apresentacao (nimero de unidades da

forma farmaceéutica), a quantidade (n® de embalagens) e a posologia (5,6).

Por outro lado, a prescricio de medicamentos pode ser realizada por Denominacao
Comercial do Medicamento, excecionalmente, quando nao exista medicamento genérico ou
quando este ndo seja comparticipado ou perante justificacoes técnicas assinaladas pelo

prescritor tais como (5):

e Para medicamentos cujo indice terapéutico € estreito, indicando na receita “Excecao
a) do n° 3 do artigo 6°” da Portaria n®224/2015;

e Suspeita fundamentada de reacao adversa prévia, indicando na receita “Excecao b)
do n° 3 do artigo 6°” da Portaria n®224/2015;

e Emsituacdes de continuidade de tratamento superior a 28 dias, indicando na receita

“Excecao ¢) do n° 3 do artigo 6°” da Portaria n°224/2015”.

Atualmente, estdo em vigor dois tipos de prescricoes médicas: manual e eletronica.

A prescricao manual € uma receita materializada em papel e manuscrita pelo prescritor, no
entanto este tipo de prescricao passou a ser de carater excecional. Em caso de faléncia do
sistema informético, inadaptacao fundamentada do prescritor, prescricado ao domicilio, ou
outras situacoes, até um maximo de 40 receitas por més sao as excecoes aceites por lei para

realizar a prescrigao por via manual (5).

Para que a receita seja validada pelo farmacéutico, aquando da dispensa, é obrigatério
constar assinalada a respetiva exce¢do que levou o prescritor a utilizar este tipo de receita.
As receitas manuais sao validas apenas por 30 dias ap6s a data da sua emissao e em cada
uma podem constar no méaximo 4 medicamentos diferentes, ou 2 embalagens por
medicamento, nunca ultrapassando as 4 embalagens por receita. No entanto, esta regra de
prescricdo nao abrange os medicamentos em dose unitaria, podendo ser prescritas até 4

embalagens (6). Além destes requisitos, é necessario verificar outros parametros, tais como:

e Numero da receita

e Vinheta identificativa do local de prescri¢ao, ou respetivo cddigo, se aplicavel;
e Vinheta identificativa do médico prescritor;

e Assinatura do médico prescritor;

e Identificacdo da especialidade médica, se aplicavel;

e Contacto telefénico do prescritor, se aplicavel;

e Nome e niumero de utente;
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e Referéncia ao regime especial de comparticipagao de medicamentos. No SNS podem
estar representados pela letra “R” caso sejam pensionistas abrangidos por este
regime ou pela letra “O” quando sejam abrangidos por outro regime especial de
comparticipacao

e Numero de beneficiario da entidade financeira responsavel, se aplicavel;

e Duracio do tratamento

Por sua vez, a prescricao médica eletrdnica subdivide-se em prescricao materializada, a qual
¢ impressa no momento de prescricao, e em prescricio desmaterializada, sem papel e na
qual é emitida uma guia de tratamento para o utente (6). As primeiras podem ser renovadas
contendo até trés vias que vigoram, também, por seis meses. As receitas desmaterializadas
vigoram, no maximo por 6 meses e em cada linha de prescricio podem constar até duas
embalagens de cada medicamento ou produto de saude, exceto em casos de tratamentos

prolongados que podem ser prescritas até seis embalagens por linha (6).

Tém sido feitos esfor¢os no sentido de privilegiar a desmaterializacao das receitas médicas,
uma vez que estas representam um processo mais eficaz e seguro nao s6 no controlo da
emissao das mesmas, mas, também, na dispensa da medicacdo. Este modelo eletrénico
apresenta vantagens para o utente na medida em que se disponibiliza a receita através de
uma mensagem no telemdvel, e-mail ou através da impressao da guia de tratamento. Uma
mesma receita pode conter MSRM, MNSRM ou produtos de satide, podendo o utente optar
pela sua aquisicao total ou parcial em diferentes atos de dispensa. Nas receitas manuais ou

materializadas esta op¢ao nao é valida.

Aquando da dispensa de medicamentos com receita médica manual ou eletronica
materializada, é necessario imprimir no verso da receita o nimero de registo dos
medicamentos, quantidade dispensada, preco de cada medicamento, valor total da receita,
encargo do doente, comparticipacdo do estado, incentivo, preco de referéncia e data de
dispensa. O utente deve assinar a receita no fim da dispensa como forma de confirmagao da
dispensa dos medicamentos. Adicionalmente, o elemento da equipa da farmacia

responsavel pela dispensa deve carimbar, datar e assinar a mesma.
5.2 Medicamentos Sujeitos a Receita Médica em Urgéncia

Os medicamentos sujeitos a receita médica s6 sao dispensados mediante a apresentacao da
mesma. Em casos de urgéncia, os MSRM podem ser dispensados ao utente sem prescricao
médica se a falta dos mesmos constituir um risco de vida para o utente. Além disso, antes

da dispensa, o farmacéutico tem que se certificar que conhece o perfil farmacoterapéutico
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do utente e assegurar-se que o medicamento, a forma farmacéutica e a dosagem sao os
corretos, recorrendo a ficha de utente guardada no SIFARMA 2000. Mais tarde, o utente

tera de entregar a receita médica a farmacia para se poder regularizar a dispensa.

5.3 Medicamentos Psicotrépicos/Estupefacientes

Os medicamentos psicotropicos e estupefacientes sao um grupo de medicamentos que estao
sob controlo bastante rigoroso por parte do INFARMED, I.P. Apesar de apresentarem
propriedades benéficas para o sistema nervoso central, estas substincias sdo capazes de
induzir habituacao e dependéncia, quer fisica quer psiquica, estando por isso associados,
muitas vezes, a atos ilicitos. De modo a combater esses atos e controlar todo o circuito do
medicamento, os psicotropicos e estupefacientes siao abrangidos por uma legislacao

especifica com regras especiais de prescricao, dispensa e faturacao (4).

Estas substancias apenas podem ser cedidas com prescricdo médica e incluem-se na receita
médica especial. Se a prescricao for materializada ou manual, nao pode conter outros
medicamentos ou produtos de satide. Por outro lado, esta limitacao nao se verifica se a
prescricdo for desmaterializada, no entanto, ndo podem ser dispensadas mais de 6

embalagens (5).

Durante a dispensa de substancias classificadas como psicotrépicos ou estupefacientes é
necessario ter cuidados acrescidos. O sistema informatico além de emitir um alerta com o
simbolo “PSI”, requer detalhadamente a identificacdo do requerente (independentemente
se é o utente a quem foi prescrito ou ndo): nome, data de nascimento, nimero de cartao de
cidadao (ou outro igualmente valido como passaporte ou carta de conducao), validade do
mesmo e a morada. Em caso de faléncia do sistema informético nao é permitida a dispensa

deste tipo de medicamentos (5).

Terminada a dispensa, é emitido um Documento de Psicotrépicos onde consta a informagao
anterior, o nimero de registo de saida do psicotrépico e o operador que efetuou a dispensa.
Este taldao deve ser assinado pelo utente (ou o seu representante) e arquivado,
obrigatoriamente, na farmacia durante, pelo menos, trés anos. Caso se trate de receitas
manuais ou eletréonicas materializadas é necessario arquivar o taldo juntamente com a

fotocopia da receita.

Conforme o legislado, a farmacia deve enviar ao INFARMED, I.P, todas as listas de saida
dos medicamentos juntamente com as fotocopias das receitas manuais com medicamentos
dispensados contendo uma substancia classificada como estupefaciente ou psicotrépica até
ao dia 8 do més seguinte (5). Para tal, na farmacia é nomeado um elemento da equipa

responsavel pela preparacdo, emissdao e andlise das listas de entrada e saida dos
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psicotropicos e estupefacientes. As primeiras listas sao verificadas mensalmente e devem
coincidir com as listas enviadas pelos fornecedores aos quais se comprou o medicamento.
Uma vez por ano, é enviado para a mesma entidade o balan¢o anual de entradas e saidas

dos psicotropicos.

No decorrer do estagio curricular, tive a oportunidade de dispensar alguns medicamentos

sujeitos a receita médica especial.
5.4 Medicamentos Genéricos

Os medicamentos genéricos caracterizam-se por apresentarem a mesma cOmMpoOsi¢ao
qualitativa e quantitativa em substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e apresentam
estudos de biodisponibilidade que demonstram a bioequivaléncia com o medicamento de

referéncia (4).

Segundo a legislacao, a farmacia deve dispor de, pelo menos, trés medicamentos genéricos

de entre os cinco mais baratos de cada grupo homogéneo (5).

Aquando da dispensa, o farmacéutico deve alertar o utente para a existéncia de
medicamentos genéricos, remetendo a escolha entre medicamento de marca ou genérico ao
critério do utente. Se este optar pelo genérico, recomenda-se a dispensa do medicamento

mais econémico (5).
5.5 Regimes de Comparticipacao

Atualmente, grande parte dos medicamentos sujeitos a receita médica estao abrangidos por
regimes de comparticipacao. Isto significa que o utente paga apenas uma percentagem do
PVP, enquanto que o restante é pago pelo organismo de comparticipacao. Em Portugal, os
medicamentos, dispositivos médicos ou outros produtos de satide podem ser

comparticipados através de um regime geral ou de um regime especial (6).

No regime geral de comparticipacdo, é o estado portugués que se encarrega de pagar a
comparticipacdo. Neste caso, o valor pago pelo beneficiario varia de medicamento para
medicamento e depende do escaldo de comparticipacao associado. Os quatro escaloes de
comparticipacdo, A B C e D, variam consoante a classificagdo farmacoterapéutica do

medicamento e estao definidos na Portaria n°®195-D/2015 de 30 de junho (7).

O regime especial de comparticipacao esta reservado para determinadas patologias ou
grupos de doentes como a ldpus e materiais para ostomizados. Cada regime excecional esta
associado a um diploma que deve ser mencionado na receita médica para garantir a

percentagem da comparticipacao especial.
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Adicionalmente a estes regimes, existem subsistemas que contribuem com uma
comparticipacao extra nos medicamentos. Nestas situagdoes para que a farmacia seja
reembolsada, é necessario guardar o niumero de beneficiario do respetivo subsistema para,

posteriormente, serem enviadas as diferentes entidades.

Durante o estagio tive contacto com ambos os regimes, no entanto as comparticipagoes mais
comuns no regime geral sao feitas pelo SNS, representado pelo organismo 01, enquanto que
as comparticipacoes especiais mais frequentes na Farmacia Vitoria sao feitas pelo plano
SNS-Pensionista, representado pelo organismo 48. Foi possivel contactar com outros
regimes e subsistemas de comparticipacio nomeadamente regimes direcionados com a
doenca de Lupus e da diabetes (DS-SNS) e o subsistema do Servico de Assisténcia Médico
Social do Sindicato dos Bancéarios do Sul e Ilhas, representado por SAMS, Caixa Geral de
Depositos (CGD), entre outros. Estes planos encontram-se atualizados no SIFARMA 2000,

o que ajuda na diminuicao de erros associados a comparticipacao.
5.6 Dispensa de Produtos de satide ao abrigo de um protocolo

Com base nos regimes de comparticipacao em vigor em Portugal, ha produtos de satide para
certos doentes que podem ser dispensados ao abrigo de um protocolo. Durante o estagio,
tive a oportunidade de contactar com este tipo de dispensa em dispositivos médicos para

automonitorizacao da Diabetes Mellitus

Para os utentes diabéticos, as tiras-teste, agulhas, seringas e lancetas destinadas ao controlo
da patologia sdo abrangidas por um regime de comparticipacdo do Estado, desde que
apresentem receita médica. Este protocolo destina-se a utentes do SNS e de outros
subsistemas publicos garantindo a comparticipacdo de 85% do PVP das tiras-teste e de
100% dos outros dispositivos mencionados, no entanto para serem incluidos neste regime

nao podem ultrapassar um valor maximo de PVP estipulado (8,9).
6. Automedicacao vs Dispensa por Indicacao Farmacéutica

6.1 Dispensa de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

Os Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica sdo todos aqueles que nao se enquadram
nos requisitos dos MSRM (citados no ponto 5.1) (4). Este tipo de medicamento apenas deve
ser cedido para aliviar ou resolver problemas de satide de caracter nao grave, autolimitantes
e de curta duracdo. Dentro destes, encontram-se ainda os MNSRM Dispensa Exclusiva em
Farmacia (MNSRM-EF).
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Depois de avaliar a condi¢ao de satide de cada utente, o farmacéutico pode concluir que os
sintomas manifestados podem estar relacionados com patologias mais graves, ou, pode
surgir um diagnostico mais dubio da condicao do utente. Nestes casos, o mais indicado é

encaminhar o utente ao médico, sem dispensar qualquer medicacao.

Os MNSRM podem ser cedidos em regime de automedicacao ou por indicacao farmacéutica.
No primeiro caso, é o utente que deteta o problema de saude e instaura um tratamento
medicamentoso por vontade propria (1). Perante esta situacao, o farmacéutico tem ainda
um papel mais crucial na intera¢do farmacéutico-utente-medicamento devendo estabelecer
uma adequada comunicacdo com o utente de forma a recolher informacoes acerca do
problema de saide que o afeta, hd quanto tempo persistem os sintomas, se ja se
automedicou com outra medicacao, existéncia de patologias concomitantes e a terapéutica
atual. Todos estes elementos sdo pertinentes no sentido de se oferecer a melhor solugao para
a saide do utente e de se transformar a automedicacdo em indicacdo farmacéutica.
Posteriormente, deve orientar a utilizacdo ou nao do respetivo medicamento adicionando
informacdes simples, claras e compreensiveis, de modo a estimular o uso racional do

medicamento.

Quanto a cedéncia de medicamentos por indicacao farmacéutica, é o farmacéutico que se
responsabiliza por selecionar e aconselhar o MNSRM que mais se adequa para tentar

solucionar um determinado problema de satide do utente.

Em ambas as situac¢des, o farmacéutico deve recolher toda a informagdo que considere
fundamental para uma correta intervencao. Recomenda-se que o utente seja informado
acerca da dose, frequéncia e modo de administracao, duracao do tratamento e precaucoes
de utilizacdo. E também importante alertar o utente para possiveis efeitos adversos que
possam surgir durante a terapéutica. Para potenciar os efeitos benéficos, o farmacéutico
pode ainda aconselhar medidas nao farmacoldgicas complementares ou outros servicos de
saude e o acompanhamento da situacdo, sugerindo ao doente que volte uns dias mais tarde

a farmécia para se avaliar novamente o problema de saude.
7. Aconselhamento e dispensa de outros produtos de saude

A Farmacia Vitoria dispoe de uma variada gama de produtos de satde disponiveis para os
seus utentes, desde a area de dermocosmeética, a fitoterapia e suplementos nutricionais,
incluindo produtos dietéticos e dispositivos médicos, que podem contribuir para melhorar
o bem-estar dos utentes. Neste ramo, é essencial que o farmacéutico saiba realizar um
aconselhamento apropriado, mantendo-se atualizado sobre as novas tendéncias, de modo

a que o utente retire o melhor proveito deste tipo de produtos.
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7.1 Produtos de Dermofarmacia, cosmética e higiene

Um produto cosmético é qualquer substancia ou mistura destinada a limpar, perfumar,
modificar o aspeto, proteger, manter em bom estado ou corrigir os odores corporais de
diversas areas superficiais do corpo humano (como a epiderme, o sistema piloso e capilar,
labios e 6rgaos genitais externos), dos dentes ou da mucosa bocal (10). Estes produtos sao
regulados pelo INFARMED, I.P.

Assim, os cosméticos abrangem uma ampla gama de produtos, onde constam os produtos
de higiene corporal como geles de banho, champds, desodorizantes, colutdrios, pastas
dentifricas, entre outros (10). Visto que a procura e a oferta de produtos cosméticos tém
aumentado consideravelmente, é da maior relevancia que os farmacéuticos conhecam os

novos produtos, quais as suas indicagoes e que reconhecam os diferentes tipos de pele.

Na Farmacia Vitoria, estes produtos encontram-se na area de atendimento ao publico, para
que os utentes possam ter acesso direto aos mesmos. Estao dispostos por marcas, género e
faixa etaria (bebé, crianca e adulto). De um modo geral, as marcas disponiveis nesta
farméacia apresentam diferentes gamas consoante o género (masculino ou feminino), o tipo
de pele, couro cabeludo, afecoes mais comuns e a area do corpo destinadas a serem
aplicadas. Destas saliento A-Derma®, Avéne®, Bioderma®, Ducray®, Eucerin®,
ISDIN®), Jowaé®, La Roche-Posay®, Lierac®, Mustela®, Papillon®, Phyton®, Uriage®
e Vichy®.

Relativamente as marcas produtos de higiene oral e acessdrios ortodentarios destaco
Corega®, Curaprox®, Elgydium®), Paradontax® e Viv Oral®.

7.2 Produtos dietéticos infantis e para alimentacao especial

Na farmacia estao disponiveis diversos produtos dietéticos direcionados para a populacgao
pediatrica até aos trés anos de idade, tais como, leite em po, farinhas lacteas e papas. Por
norma, estes produtos além de serem uma forma alternativa ao aleitamento materno,
garantem o aporte nutricional necessario aos bebés e sdo adaptados as diferentes idades e
necessidades. Existem diversos tipos de leites a disposi¢cao, nomeadamente leites para bebés
prematuros, recém-nascidos com baixo peso, lactentes e leites de transi¢do. As principais

marcas de leite que se encontram na farmacia sao Dr Browns®, Nan® e Nutribén®.

Quanto aos produtos dietéticos para alimentacao especial, a grande maioria deles procura
dar um suporte nutricional aos doentes sem substituir uma alimentacido variada e
equilibrada. Por serem produtos hiperproteicos ou hipercaléricos sdao os doentes

oncologicos com perdas de peso acentuadas, diabéticos, doentes em risco de desnutricao,
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idosos com dificuldades na mastigacao de alimentos, doentes com disfagia ou pessoas que
vao fazer a preparacao para uma colonoscopia que mais procuram este tipo de produtos.
Dentro desta gama, encontramos diversas marcas tais como Fortimel®, Meritene® e

Resource®.
7.3 Medicamentos fitoterapéuticos e suplementos nutricionais

Medicamentos fitoterapéuticos ou a base de plantas sdo medicamentos que apresentam
propriedades terapéuticas provenientes de uma ou mais substancias ativas de plantas ou
dos seus derivados (4).

No que diz respeito aos suplementos alimentares, tal como o nome indica, complementam
ou suplementam o regime alimentar, contribuindo para um maior aporte de nutrientes ou
de outras substancias com efeito fisioldgico ou nutricional (11). Dentro destes destacam-se
trés grandes grupos: vitaminas e minerais, plantas e extratos botanicos e outras substancias
(11). E de salientar que estes produtos sdo regulados pela Direcio Geral de Alimentacio e
Veterinaria (DGAV), um organismo diferente da regulacdo dos medicamentos.

Neste contexto, é essencial lembrar o utente que estes produtos apesar de serem naturais
nao estao desprovidos de efeitos adversos nem de interacoes medicamentosas. Portanto, é
importante que o farmacéutico aconselhe a fitoterapia ou os suplementos nutricionais mais

adequados a cada situacao apoés avaliar a medicacao do utente em causa.
7.4 Medicamentos de uso veterinario

Este tipo de medicamento caracteriza-se por exercer uma acao farmacolégica, imunologica
ou metabdlica, com vista a restaurar, corrigir ou modificar as funcoes fisiologicas, apresenta
propriedades curativas ou preventivas de doencas, ou dos seus sintomas em animais.
Também podem ser utilizados para estabelecer um diagnostico médico-veterinario (12). Em
semelhanca com os suplementos alimentares, os medicamentos de uso veterinério sdo

igualmente regulados pela DGAV.

A farmaécia dispoe de uma zona facilmente identificavel por “Espaco Animal” com diversos
produtos de uso veterinario. O Espaco Animal é um servico exclusivo das farmacias
aderentes que permite ter a sua disposicao um veterinario para esclarecer dividas e auxiliar
no aconselhamento ao utente. Desta forma, o utente recebe gratuitamente o
aconselhamento veterinario mais indicado por intermédio do farmacéutico. Este é um
servico de extrema relevancia, pois permite que farmacéuticos transmitam informacgoes
com maior rigor e seguranga, uma vez que nao apresentam uma elevada formacao

académica na area de satde e bem-estar animal.
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Durante o estagio li algumas das fichas de aconselhamento do Espago Animal, que me
ajudaram bastante no correto aconselhamento de diversos medicamentos de uso
veterinario, nomeadamente os desparasitantes internos e externos para caes e gatos, que
sdo os mais procurados nas farméacias. Aquando do aconselhamento da desparasitacao é
crucial abordar medidas de higiene destes animais para promover o bem-estar e a satde

dos mesmos.

Os principais produtos cedidos sdo essencialmente desparasitantes dentro dos quais
destaco os que mais contactei: Simparica® (externo) Milbemax® (interno) em
comprimidos, Frontline® em pipetas e Scalibor® em coleiras. Todos estes tém indicacado
de posologia dependendo do peso do animal. Recentemente, surgiram os produtos Patta®

que contém suplementos alimentares e diversos produtos para manter a satide dos animais.

Durante este periodo também dispensei alguns MSRM e MNSRM de uso humano através

de receitas de medicina veterinaria apresentando dois exemplos em anexo (anexos II e III).
7.5 Dispositivos médicos

Os dispositivos médicos foram desenvolvidos com o intuito de prevenir, diagnosticar, tratar,
atenuar ou controlar uma doenca, deficiéncia ou uma lesao nos seres humanos. Também se
incluem neste grupo quaisquer instrumentos, aparelhos, equipamentos, softwares,
materiais ou artigos utilizados isoladamente ou em combinacdo para o controlo da

concecao, estudo, substitui¢do ou alteracdo da anatomia ou de um processo fisiologico (13).

Assim sendo, a sua definicdo abrange um vasto conjunto de produtos cuja finalidade é
comum a dos medicamentos, porém, atingem os seus objetivos mediante mecanismos
distintos (13). Estes encontram-se subdivididos em 4 classes distintas (I, IIa, IIb, III)

consoante o fim a que se destinam, risco inerente a concecdo e fabrico, anatomia,

invasibilidade e duracao do contacto com o corpo humano.

Os dispositivos médicos que mais contactei ao longo do estagio foram termémetros, luvas e
mascaras cirdrgicas, principalmente, devido a crise de satde publica causada pelo COVID-
19 (novo Coronavirus identificado pela primeira vez no final do ano transato na China).
Além destes, também tive a oportunidade de dispensar joalheiras elasticas, meias de

compressao, seringas, compressas, lancetas, testes de gravidez, entre outros.
8. Preparacao de medicamentos

Apesar de ser uma pratica cada vez menos comum no ambito da farmécia comunitéaria, por
vezes é necessario preparar medicamentos manipulados como forma de combater algumas

lacunas dos medicamentos, quer seja pela inexisténcia da dosagem adequada ao utente,
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quer seja pela necessidade de ajustar a forma de administracao ao utente em causa ou pela
caréncia da substancia ativa na forma farmacéutica pretendida. Esta pratica est4 a cargo do
farmacéutico diretor-técnico ou do farmacéutico-adjunto. Assim, os medicamentos
manipulados representam uma area de intervencao do farmacéutico, permitindo responder
as necessidades especificas dos utentes. A dispensa deste tipo de medicamentos pode ser

com receita médica ou néo.
Posto isto, os medicamentos manipulados podem ser agrupados em:

e Formulas Magistrais, quando sao preparados segundo uma receita médica
destinada a um determinado doente;

e Preparados oficinais, quando sao preparados a partir de uma fonte de
documentacao cientifica valida, como a Farmacopeia Portuguesa ou o Formulario

Galénico Portugués, por exemplo (14).

Antes de proceder a preparacao de qualquer medicamento manipulado e na presenca de
prescricdo médica manual o farmacéutico deve-se certificar que a mesma contém pelo
menos um dos seguintes termos “Manipulado” ou F.S.A (Faca Segundo a Arte), que esta
adequada ao perfil fisiopatologico do doente e que nao existe risco de interacoes nem de

contraindicacoes.

Tendo por base as boas praticas farmacéuticas e as boas praticas de preparacao de
medicamentos manipulados, é imperativo garantir a qualidade e seguranca do mesmo. Para
tal, é necesséario estabelecer procedimentos gerais e especificos, nomeadamente através do
preenchimento das fichas de preparagdo dos manipulados nas quais se indicam as matérias
primas, o lote correspondente, todas as operacoes efetuadas e se registam as verificacoes de
qualidade efetuados de forma a se poder reconstituir o histérico de cada preparacao. Estas

fichas devem ser guardadas no minimo durante trés anos na farmacia (14).

As matérias primas utilizadas na preparacio dos manipulados encontram-se
acondicionadas em recipientes adequados, rotulados e devidamente armazenadas
consoante as suas especificacdes. Juntamente com as matérias primas devem manter-se os
documentos que comprovem as exigéncias mencionadas na farmacopeia mais recente (F.P.

IX), tais como o boletim de analise e a ficha do produto.
No fim da preparagao, procede-se a rotulagem das embalagens. O rétulo deve indicar:

¢ Nome do doente;
e Formula do medicamento manipulado prescrita pelo médico (no caso de se tratar

de uma féormula magistral);
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e Numero do lote atribuido ao medicamento preparado;

e Prazo de utilizacdo do medicamento preparado;

e Condigoes de conservacao e utilizacao do medicamento preparado;
e Via de administracao;

e Posologia, quando indicada;

o Identificacdo da farmAcia;

o Identificacio do farmacéutico diretor técnico.

Posteriormente, calcula-se o preco do manipulado com base no valor dos honorarios da
preparagao (sao atualizados anualmente), das matérias-primas e dos materiais de
embalagem acrescido o valor do IVA a taxa e de acordo com a legislacdo em vigor (15). O
Laboratorio de Estudos Farmacéuticos (LEF) disponibiliza uma plataforma online para
apoio técnico-cientifico focada na preparacao de medicamentos manipulados, a qual foi
consultada para facilitar o calculo do preco dos referidos medicamentos. Alguns dos
medicamentos manipulados sdo abrangidos pelo regime de comparticipacao do Servico
Nacional de Satude, tendo uma comparticipacao correspondente a 30% do respetivo preco
de venda ao publico (16). Para tal, o manipulado deve ser prescrito através dos codigos
oficiais atribuidos pelo INFARMED I.P. Quando ndo sdo abrangidos pela comparticipacao,
os manipulados podem ser prescritos na receita médica mediante indicacao da(s)

substancia(s) ativa(s), respetivas dosagens, excipientes e a forma farmacéutica.

Durante o periodo de estagio curricular participei na preparacdo de dois manipulados:
pomada Propionato de clobetasol (Dermovate®) e acido salicilico em vaselina e pomada de

betametasona (Betnovate®) em vaselina sélida.

Além de medicamentos manipulados, também se podem fazer preparacoes extemporaneas
na farmacia. Nestes casos os medicamentos pouco estaveis sao reconstituidos apenas no ato
da dispensa. O exemplo mais comum na farmacia consiste na reconstituicao de antibi6ticos
em po, ou seja, prepara-se uma suspensao oral na qual se dissolve o p6 numa quantidade
de 4gua purificada pré-definida pelo fabricante. Este procedimento deve seguir as regras de
preparacdo especificas para o medicamento em causa. Esta técnica é utilizada
principalmente para prolongar a estabilidade e, consequentemente, a validade dos
medicamentos. Tal como em todos os outros medicamentos e produtos de satide, deve-se
alertar o utente para o prazo de validade apo6s reconstituicdo, para as condicoes de

conservacao e todas as indicacoes especificas necessarias a correta administracao.
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9. Farmacovigilancia

O desenvolvimento da induastria farmacéutica na producdo de medicamentos trouxe
inimeros beneficios a saide dos doentes, no entanto, é de conhecimento geral que
nenhum dos medicamentos é totalmente seguro para todos os doentes em todas as
condicoes, da mesma maneira que nenhum é totalmente desprovido de efeitos
secundarios. Com o objetivo de detetar, avaliar, compreender e prevenir os efeitos
adversos ou qualquer problema relacionado com o uso dos medicamentos surgiu a
farmacovigilancia. Atualmente, existem 9 unidades de farmacovigilancia em Portugal,

das quais destaco a Unidade de Farmacovigilancia da Beira Interior (17).

Apesar dos medicamentos serem sujeitos a ensaios clinicos que comprovem a sua
seguranca e eficacia antes da autorizacao de introducdo no mercado, estes ensaios nao
permitem um conhecimento completo, por exemplo, dos efeitos a longo prazo dos
medicamentos nem das reacoes tardias aos mesmos (17). Desta forma, existem diversos
efeitos e reacbes que apenas podem ser detetadas durante a comercializacdo dos
medicamentos. E neste Ambito que o farmacéutico, enquanto profissional de satide, deve
estar atento a todos os efeitos negativos associado ao uso do medicamento exposto pelos
utentes, de forma a poder contribuir para a protecao da satde publica e da seguranca do
doente. Ao deparar-se com alguma suspeita de reacao adversa ao medicamento (RAM),
o farmacéutico tem o dever de notifica-la ao Sistema Nacional de Farmacovigilancia ou
a Unidade de Farmacovigilancia mais préxima através do preenchimento de um

formulario em suporte papel ou online no portal RAM.

Durante o estagio, tive a oportunidade de reportar uma RAM a Unidade de
Farmacovigilancia da Beira Interior relativamente ao medicamento Socian® 50 mg/10

ml solucao oral (anexo IV).

Os medicamentos e dispositivos médicos estdo constantemente sob vigilancia do
INFARMED, I.P. Com base na revisao da seguranca e eficicia dos mesmos, por vezes é
necessario retirar alguns produtos do mercado de forma temporaria ou permanente.
Nestas situacoes, o INFARMED, I.P envia, para as farmaécias, circulares informativas
com a indicacdo do produto a retirar, forma farmacéutica, dosagem, lote, prazo de
validade e o titular de AIM. Durante o estagio chegaram a farmacia, pelo menos, duas
circulares informativas: uma referente aos medicamentos contendo fosfomicina de 2g e
outra referente ao medicamento tamiflu 75mg (oseltamivir) (18,19). Apos a chegada das

circulares, € verificado o stock dos medicamentos em causa e procede-se a sua devolucao.
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10. Servicos adicionais

Além da dispensa de medicamentos, as farmécias sao cada vez mais reconhecidas por
serem um espaco de prestacao de servigcos na area da saiide necessarios a promocao da

saude e do bem-estar dos utentes.

Tal como referido no ponto 2.2.2 a farmacia dispoe de um conjunto de servicos
personalizados para o utente, tais como medicdo de parametros bioquimicos como a
glicémia, colesterol total e triglicéridos, medicao da pressao arterial, administracao de
injetaveis e vacinas excluidas do plano nacional de vacinacao, consultas de nutri¢ao, teste

de gravidez e outros testes point of care, e preparacao individual de medicacao (PIM).

Sempre que se presta qualquer um dos servicos ou testes acima mencionados, é
importante revelar nao sé os resultados ao utente como esclarecer todas as duvidas e
implicagoes associadas a cada resultado como, por exemplo, aconselhamento de medidas
ndo farmacolégicas ou farmacologicas ou consultar um médico. Como forma de
complemento, entrega-se ao utente um cartao onde se registam todas as medicoes feitas.
Além disso, o registo dos valores obtidos também deve ser feito no sistema informético,
caso o utente tenha uma ficha de acompanhamento. Estas medicoes possibilitam ao

farmacéutico acompanhar a situacao clinica do utente em especifico.

Os equipamentos utilizados para realizar as medi¢oes dos parametros bioquimicos e
fisiologicos sdo certificados e calibrados anualmente. No caso especifico dos medidores
de glicémia e de colesterol eles sao testados através de solucoes controlo que verificam
se o medidor e as tiras de teste estdo a funcionar corretamente. Estes testes realizam-se
sempre que se abre uma nova embalagem de tiras de teste e o resultado obtido deve estar

de acordo com o intervalo de valores apresentado na embalagem das tiras.

Sao diversas as causas de ndo adesdo a terapéutica. Para superar esta dificuldade, a
Farmacia Vitoria oferece um servigo, Preparacao Individual da Medicacao, adaptado as
necessidades de cada utente com o intuito de promover a adesdo a terapéutica. Para tal,
o farmacéutico encarrega-se de preparar a medicacdo semanal nos respetivos sistemas
personalizados de dispensacdao (SPD) (ver anexo V). Este servico é benéfico
principalmente para doentes com dificuldades na toma dos medicamentos,
polimedicados, com regimes terapéuticos complexos e com baixa adesdo ao tratamento.
No entanto, ha formas farmacéuticas que nao podem ser dispensadas através destes
sistemas, como por exemplo, comprimidos efervescentes, orodispersiveis, adesivos

transdérmicos e xaropes (20).
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A adesao a este servico nao implica qualquer fidelizacao do utente a farmacia, podendo
este abandonar o servico a qualquer momento. Antes de se selarem os SPD, existe uma
dupla verificacio da medicacao preparada, sendo esta efetuada por um farmacéutico
distinto, de forma a diminuir potenciais erros. No ato da entrega, € importante explicar
como esta identificado o SPD, como se usa, como se deve conservar, o prazo de validade
e que o mesmo pode retomar a farméacia no final da sua utilizacao, caso seja um SPD
reutilizavel. Os principais objetivos da PIM consistem em ajudar o utente a minimizar os
esquecimentos das tomas e melhorar o cumprimento farmacoterapéutico na dosagem e

hora certas, tendo em vista a melhoria da saide do utente.

No decorrer do estagio, os doentes diabéticos que utilizam o sensor Freestyle Libre foram
contactados para se deslocarem a farmacia com o intuito de atualizarem, gratuitamente,
o seu leitor aquando da troca de sensor. Este aspeto é bastante relevante, uma vez que o
leitor deixa de ler o sensor antigo apos ser atualizado para a nova versao. Esta atualizacao
permite uma maior exatidao na leitura dos resultados com leituras de glicose mais
proximas das do sangue do doente, o que contribui para um maior autocontrolo da

glicémia (21).

Ao longo do estagio, tive muitas oportunidades para prestar estes servicos aos utentes.
Esta funcao permitiu-me aliar os conhecimentos teoricos sobre os valores de referéncia
a execucao pratica de diversas medicoes, como, por exemplo, da pressao arterial e da
glicémia. Além disso, também auxiliei os farmacéuticos da Farmacia Vitoria na

preparacdo individual da medicagao.
11. Programa Troca de Seringas

O programa troca de seringas surgiu da necessidade de prevenir a transmissao, por via
sexual, endovenosa e parentérica, das infecoes provocadas pelos virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH), Hepatite B e C entre os consumidores de drogas
injetaveis. Este programa assegura a distribuicao de kits com material esterilizado, assim

como, a recolha e destruicao do material utilizado (22).

Os kits sao constituidos por duas seringas, dois toalhetes, duas ampolas de agua
bidestilada, duas carteiras com acido citrico, dois filtros, dois recipientes e um
preservativo, sendo cedidos aos utilizadores apos a devolucao das seringas usadas no

contentor de corto-perfurantes (22).

Na farmaécia Vitoria esta troca é efetuada no gabinete de atendimento personalizado, de
forma a garantir a privacidade dos utentes. Para determinar o impacto desta a¢cdo, uma

vez que € um servico pago a farmaécia, € necessario registar os kits no sistema informatico.
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Ao longo do estagio efetuei algumas trocas de seringas usadas.
12. VALORMED

Durante o atendimento é importante alertar os utentes para a importancia de devolver
os residuos dos medicamentos, ndo s6 por uma questdo ambiental, mas também de
saude publica, na medida em que se tenta minimizar a quantidade de medicamentos
acumulados nas habitag¢oes dos utentes, e consequentemente, reduzir a possibilidade de
automedicacdo. Esta foi uma mensagem que tentei transmitir em muitos dos

atendimentos que realizei, dando énfase a importancia da Valormed.

A Valormed é uma sociedade sem fins lucrativos responsavel por gerir os residuos de
embalagens vazias e medicamentos fora de uso. A sua missao passa por fazer a gestao,
recolha e tratamento destes residuos, colocando pontos de recolha nas farmacias e locais
de venda de medicamentos nao sujeitos a receita médica, além de, consciencializar a
populacdo e a comunidade do setor farmacéutico para a preservacao ambiental e

protecao da satide publica (23).

A Valormed disponibiliza contentores as farméacias onde sao colocados os medicamentos
(de uso humano ou veterinario) fora de uso, embalagens vazias e todos os materiais que
estiveram em contacto com o medicamento, quer sejam seringas doseadoras (sem

agulha), colheres, ampolas ou blisters.

Quando o contentor estiver completamente cheio é selado e regista-se a saida do mesmo
no sistema informético, o qual emite um taldao que contém informacao relativa a
farmécia, o nimero de série do contentor de recolha, um campo para assinatura do
farmacéutico e um campo para assinatura do armazenista, devendo ser anexado ao
contentor. Mais tarde, é recolhido pelo armazenista (neste caso a Plural), que se
encarrega de o devolver a plataforma da Valormed. Algumas embalagens sdo recicladas

enquanto que outros residuos sao utilizados para valorizacao energética (23).
13. Cartao Farmacias Portuguesas

A Farmacia Vitoria faz parte do grupo das Farmacias Portuguesas sendo, por isso, um

promotor do Cartao Satuda.

Os utentes que aderirem ao Cartdo Satude tém a possibilidade de acumular pontos por
cada compra efetuada na farmacia, quer seja de MNSRM, produtos de satde e bem-estar

ou servicos na area da saude. Posteriormente, estes pontos podem ser trocados
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diretamente por produtos do catalogo de pontos ou transformados em vales de dinheiro

possiveis de descontar num pagamento a efetuar na farmacia (24).

Adicionalmente, tém acesso a promocoes exclusivas, a vales de descontos da inddstria, a
Revista Satuda e, de forma opcional, a aplicacao das Farmacias Portuguesas no telemoével
(24). A farmaécia pode ainda direcionar o envio de algumas campanhas por via e-mail ou

mensagem através dos dados que constam no cartao de cada utente.

A Aplicacao das Farmécias Portuguesas é uma plataforma com diversas utilidades e
funcionalidades, tais como, alertas para toma de medicamentos, registo de dados
biométricos, contetidos informativos, compras e reservas online nas farmacias
aderentes, acesso ao histérico da medicacao e até gerir a conta satda através da

associacao do cartao (25).
14. Contabilidade e Gestao

14.1 Processamento e faturacao do receituario

O processamento do receituario é efetuado mensalmente pela farmacia, de maneira a
assegurar o reembolso do valor das comparticipacoes ja adiantadas pela farmacia aos
utentes durante o atendimento. Este processo tem um grande impacto na rentabilidade
e gestdo da farmacia devendo, por isso, ser realizado de forma eficaz e eficiente,

assegurando a inexisténcia de erros.

No caso das receitas manuais e materializadas a farmacia deve fazer uma segunda
verificacdo para garantir a conformidade com as normas de prescricio e dispensa
(anteriormente referidas), os campos de responsabilidade da farmacia (carimbo e

assinatura do responséavel pela dispensa) e analisar se ndo houve erros na dispensa.

As receitas dispensadas ao longo do més sdo separadas por tipo a que pertencem e
consoante as entidades responsaveis pelas comparticipacoes em lotes de 30 receitas no
maximo. A atribuicdo do nimero e lote da receita é automatica e é realizado pelo sistema
informatico. Os lotes sdo fechados as 23h59 do dltimo dia do més, podendo depois

realizar-se a faturacdo dos mesmos.

Através do SIFARMA 2000 procede-se a emissao, quando aplicavel, dos documentos de
faturacdo como os verbetes de identificacao de lotes, relacao resumos de lotes, faturas

mensais, guias de faturas e guias de transporte para os CTT expresso.

O verbete de identificacao de lote resume as receitas dispensadas num determinado lote,

discriminando o ntmero de lote, nimero de receitas que o constituem, nimero de
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embalagens dispensadas, PVP, o valor pago pelo utente e o valor da comparticipacdo do

organismo em questao. Este documento é anexado as receitas correspondentes.

As receitas materializadas e os documentos de faturacao emitidos ao SNS sao enviados
por correio para o Centro de Controlo e Monitoriza¢do do Servico Nacional de Satde
(CCM SNS). Dos 4 exemplares dos documentos relacao resumo de lotes e fatura mensal,
3 sao enviados juntamento com o receituario e um € arquivado na farmacia. Além disso,
€ necessario anexar uma guia de fatura e uma guia de transporte para os CTT expresso

na embalagem.

A faturacao correspondente a outras entidades que nao o SNS (exemplo Caixa Geral de
Depositos) é enviada para a ANF, que se encarrega de reencaminhar a documentacao
para as entidades responséaveis. Nestes casos sao enviadas trés copias, assinadas, datadas
e carimbadas, da relacdo resumo de lotes e da fatura mensal. Apos a conferéncia da
documentacao, as entidades utilizam a mesma via para proceder ao reembolso do valor

das comparticipacoes.

Quanto as receitas sem papel, estas sdo incluidas em lotes tinicos sem limite maximo de
receitas. Nestes casos, os documentos contabilisticos sdao enviados através do SIFARMA
2000 em formato desmaterializado no entanto, é necessario enviar uma guia de fatura

eletronica.

Quando se deteta alguma irregularidade apos a conferéncia da documentacao pelas
entidades, disponibilizam-se a farmacia os erros e diferencas identificadas, com
referéncia da respetiva fatura e justificacdo. Os documentos que possam ser alvo de
correcdo serdo devolvidos a farméacia, a qual podera integrar novamente estes
documentos retificados na faturacdo do més seguinte emitindo uma nota de crédito

(valores em divida pela farmacia) ou de débito (valores em divida a farmaécia).

Durante a minha permanéncia na Farmacia Vitoria pude presenciar o processamento e

o fecho da faturacao do més de abril.
15. Outras atividades

Uma forma de complementar os beneficios dos medicamentos na satde dos utentes
passa por adotar habitos de vida saudaveis. Para tornar essa missao mais facil e
compreensivel pelos cidadaos em geral é fundamental promover estes estilos junto da
comunidade. Assim a Farmacia Vitoria em parceria com a Unidade de Cuidados na
Comunidade do Fundao (U.C.C. Fundao) e o Agrupamento de Centros de Satiide da Cova

da Beira (ACeS Cova da Beira) promoveram o II Seminario de Oncologia do Fundao
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intitulado “Alimentacao e Cancro” no qual tive a oportunidade de participar (anexos VI
e VII). De forma a sensibilizar a populacdo para a tematica do cancro, os colaboradores
da Farmacia Vitoria associaram-se ao Nucleo da Liga Portuguesa Contra o Cancro do
Fundao para promover a campanha "Dou mais tempo a vida" e vestiram uma das t-shirts

desta campanha.

Além das atividades mencionadas, também assisti a duas formacoes sobre o projeto
Kaizen - Melhoria Continua, que est4 a ser instituido na farmaécia, e sobre produtos de

podologia.

O projeto Kaizen assenta numa filosofia de melhoria continua e diaria envolvendo todas
as areas da farmacia e todos os seus colaboradores. E uma pratica adotada que visa
atingir resultados cada vez melhores seja nos produtos, servicos disponibilizados ou até
nos processos internos. O objetivo central é identificar a causa dos problemas para
posteriormente os resolver. Alguns dos seus principios baseiam-se na cria¢do de valor
para o cliente, envolvimento dos colaboradores e eliminagdo do desperdicio. Durante o
estagio realizaram-se diversas reunides Kaizen para transmissao de informacoes gerais,
melhorar a organizacdo das equipas e do espaco envolvente e para motivar os

colaboradores.

Dada a situacdo do pais com o surto e disseminacao do novo coronavirus, durante o
periodo de estagio nao foi possivel realizar qualquer atividade na comunidade. No
entanto, propus-me a elaborar um dossier com instrucoes ilustradas passo a passo,
recomendacoes e cuidados a ter para os dispositivos médicos inalatérios disponiveis na
farmacia. Esta ideia surgiu no seguimento de uma dificuldade sentida durante um
atendimento de uma utente. Esta solicitou-me uma explicacdo do funcionamento do
inalador e uma exemplificacdo de uma toma. Com este documento pretende-se que a
equipa da farmacia consiga mimetizar uma correta técnica inalatéria de forma mais
rapida, simples e intuitiva. Além disso, o vocabulério utilizado nos documentos é
bastante simples ao qual estdo associadas imagens ilustrativas que facilitam a
interpretacgdo, quer por parte do profissional de satide, quer pelo doente. Deste modo, é
possivel facultar uma copia ao utente, como reforco de toda a informacao oral

disponibilizada (ver anexo VIII).
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16. Pandemia Covid-19 e as suas influéncias na farmacia

comunitaria

No final do ano de 2019, surgiu um surto de pneumonia, cuja causa se desconhecida, na
cidade de Wuhan, na China. Pouco tempo depois, as autoridades de satde chinesas
concluiram que a causa desta infecao pulmonar se devia a um novo coronavirus (SARS-
CoV-2) (26). Este grupo de virus RNA, com origem nos animais, pode também ser
transmitido entre os humanos e provocar problemas respiratoérios graves (26). O surto
espalhou-se rapidamente por varios paises de todo o mundo sendo responsavel por

milhares de casos infecao e em muitos deles foi a causa de morte.

SARS-CoV-2 significa “sindrome respiratoria aguda grave — coronavirus 2” sendo que a
doenca associada é conhecida como COVID-19 (“Doenca do Coronavirus”) (26). Sao
diversas as vias de transmissao de pessoa-a-pessoa do virus, nomeadamente através de
goticulas de secrecOes respiratérias, do contacto com superficies contaminadas e
posterior contacto com as maos no nariz, olhos ou boca, de aerossois e de feridas abertas
(26,27). O periodo de incubacao deste novo coronavirus varia entre os 2 e os 14 dias, apos
o qual as pessoas podem apresentar diversos sintomas como febre, cefaleias, tosse,
fraqueza generalizada, dores musculares, dificuldades em respirar, podendo evoluir para
situacdes de pneumonia, insuficiéncia renal e respiratéria (26). Até a data nao existe
nenhum tratamento especifico nem vacina para a COVID-19, portanto a medida mais

eficaz de prevencao é minimizar a possibilidade de contagio.

Em Portugal, o primeiro caso confirmado de COVID-19 surgiu em margo de 2020 e como
medida de controlo da propagacdao da doenca foi decretado Estado de Emergéncia
Nacional acompanhado de um regime de confinamento domiciliario obrigatério. Tal
como todos os outros setores, a farmacia comunitaria teve de se adaptar a esta nova
realidade com planos de contingéncia. Numa fase inicial, as preocupacoes do setor
farmacéutico baseavam-se em garantir a seguranca dos colaboradores e utentes, manter
o ambiente de trabalho o mais normal possivel e aumentar os stocks, de forma a que

nenhum utente ficasse sem a medicacao durante o periodo de estado de emergéncia.

Procurando salvaguardar a saide publica e a prestacao dos servicos farmacéuticos a
populacao, na Farmacia Vitoria foram implementadas medidas de protecao individual e
coletiva com a utilizacao obrigatoria de mascaras, viseiras e luvas para os colaboradores,
a equipa foi subdividida em turnos, o horario de funcionamento foi reduzido, fixaram-se
acrilicos de protecdo em todos os balcoes de atendimento, assim como, dispensadores de

desinfetante de maos e de superficies. Colocaram-se fitas de contencdo de forma a
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delinear a circulacao dos utentes e do espaco onde poderiam chegar para ser atendidos
garantindo a distancia minima de 1,5 a 2 metros entre os utentes e a equipa da farmécia,
limitou-se o nimero de utentes permitido no interior da farmacia, pedindo a todos os
restantes para aguardarem pela sua vez no exterior. Colocou-se na entrada um aviso com
as principais recomendacoes que os utentes devem adotar antes de entrar (ex: desinfetar
as maos, manter a distancia de seguranca, preparar previamente as receitas que necessita
de levantar, manter a etiqueta respiratoria, entre outros) e posters da DGS (anexo IX).
Disponibilizaram-se documentos das Farmacias Portuguesas com informacoes sobre a
doenca, medidas de prevencao do contagio e de higiene a adotar (anexos X e XI).
Também se interrompeu temporariamente a medicdo dos parametros bioquimicos e
fisiologicos por exigirem um contacto mais proximo com os utentes e cancelaram-se
todas as consultas de nutricao e podologia durante este periodo. Além destas medidas,
capacitou-se toda a equipa com informacoes epidemiologicas e técnico-cientificas acerca
das caracteristicas do virus e da doenca, de forma a que todos fossem capazes de
identificar e agir perante um caso suspeito e promover as medidas de prevencao da
infecdo. Contudo, sempre que exista alguma davida ou problema relacionado com a
COVID-19 os farmacéuticos podem recorrer gratuitamente a Linha de Apoio ao

Farmacéutico (LAF) para os esclarecer.

Com o intuito de assegurar a continuidade do tratamento, reduzir as deslocacoes dos
doentes aos servigos farmacéuticos hospitalares e minimizar o risco de contagio, surgiu
a “Operacao Luz Verde” (28). Este servico resulta de uma articulacdo da Ordem dos
Farmacéuticos, Ordem dos Médicos e outras associacoes do setor do medicamento para
facilitar a dispensa, nas farmacias comunitarias ou ao domicilio (consoante a preferéncia
do utente), de medicamentos dispensados exclusivamente nos hospitais em regime

ambulatorio (28).

A adesao a este servico pode ser realizada por contacto com o hospital onde o utente
costuma levantar a medicacao de uso hospitalar, com uma farmacia (preferencialmente
naquela onde costuma ser seguido) ou através da linha “1400”. Posteriormente, a
farmacia e a linha 1400 articulam-se com a LAF para contactar o hospital. Cabe a este
ultimo a avaliacdo e decisdo sobre a possibilidade de o utente aceder ao medicamento na
farmécia. A dispensa de medicamentos através da Operacao Luz Verde nao acarreta

custos para o utente, contudo estes sao suportados por outras entidades.

Depois do hospital aprovar o pedido e do utente escolher a farméacia onde quer adquirir
amedicacao, a LAF notifica a farmaécia e o distribuidor grossista encarrega-se de entregar
o medicamento a respetiva farmacia. Assim que esta recebe o medicamento, entra em

contacto com o doente para agendar a dispensa do mesmo, promovendo o
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esclarecimento de qualquer davida associada. Desta forma, as farmacias comunitarias
proporcionam uma intervenc¢ao farmacéutica gratuita aos doentes hospitalares. No final
do processo é feito um registo da dispensa no SIFARMA 2000 acompanhado por uma
comunicacao a LAF. Caso seja necessaria uma nova dispensa de medicamentos,
recomenda-se que o utente volte a contactar o hospital, pelo menos, quinze dias antes do
término da medicacdo. Durante o estagio foram varios os utentes que recorreram a

Farmacia Vitoria para levantar este tipo de medicacao (anexo XII).

Uma das medidas de maior contributo para evitar a dissemina¢do da COVID-19 passa
pelo distanciamento social. Neste sentido, a Farmacia Vitéria estabeleceu uma parceria
com a Camara Municipal do Fundao para a entrega ao domicilio de medicamentos e
produtos de satde aos utentes com mais de 65 anos residentes no concelho ou com

necessidades especiais ou doenca créonica comprovada, como medida de protecao.

Durante esta crise de satde ptblica, as farméacias estiveram sempre na linha da frente no
combate a pandemia. Os farmacéuticos desempenham um papel fulcral no apoio a
comunidade, fornecendo informacgoes seguras, tranquilizando e capacitando os utentes
de meios para impedir a propagacao do virus e de protecao. Além disso, os farmacéuticos
contribuiram para aliviar a pressao nos hospitais e outros sistemas de satide ao diminuir
as visitas aos servicos de urgéncia, com a identificacao e gestao dos potenciais casos de
COVID-19. Adaptaram a sua disponibilidade, modo de trabalho e adotaram medidas de
excecao para poderem chegar a todos os cidadaos, asseguraram um reforco de stocks de
medicamentos e equipamentos de protecdo individual, cederam a medicagao necessaria
ao doente para um prazo maximo de dois meses, incentivaram e esclareceram a
importancia da continuidade da terapéutica num periodo em que a satde publica foi

abalada com a disseminacao do virus.
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17. Consideracoes finais

No geral, este estagio foi bastante enriquecedor, quer a nivel pessoal, como profissional.
Se por um lado me fez crescer técnica e cientificamente enquanto futura farmacéutica,
por outro mostrou-me o lado mais humano e emocional de toda a equipa da farmaécia e

dos utentes.

Cada dia na farmacia é um dia diferente. Ha sempre novos desafios que nos fazem aplicar
os conhecimentos adquiridos durante a formacao académica, mas que dao asas para

aprender outros tantos.

A pratica farmacéutica esta, agora, focada no atendimento personalizado no sentido de
fornecer o aconselhamento mais centrado no utente, enfatizando a importancia do papel

clinico do farmacéutico na promocao da satide e do bem-estar geral.

Devido a maior proximidade que se estabelece entre os farmacéuticos e os utentes da
farmécia, os primeiros conhecem o utente enquanto pessoa e conseguem conhecer
melhor a satde do utente em causa. Para nao falhar aos seus utentes e transmitir todas
as informacgbes com seguranca, o farmacéutico deve acompanhar a evolucdo do

conhecimento cientifico e manter-se atualizado.

Agradeco a toda a equipa da Farmaécia Vitoria por todos os ensinamentos incutidos para
conseguir prestar um servico de qualidade a comunidade, pela excelente integracao na
equipa e por fornecerem muitas das capacidades necessarias para incorporar o mundo

da farmécia comunitaria.
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19. Anexos

Anexo I — Nota de devolucao
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Anexo II — Prescricao de medicina veterinaria de MSRM

Anexo III- Prescricao de medicina veterinaria de um MNSRM
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Anexo IV — Notificacao de uma RAM

Sistema Nacional de Farmacovigilancia - Notificagdo de Suspeita de Reagdes Adversas a Medicamentos

REPUBLICA 3P Infarmed
% PORTUGUESA Aurceidace Nockna' o Wedicamerro

& Frecuros de Sabde, LF

SAUDE
N° de Submissdo Data Submissio
| FO-PS-V202007-707 ‘ | 23-07-2020 |
Reagdes Adversas
Descricio da RAM

Endurecimento e sensibilidade aumentada dos seios acompanhados de dor, aumento de volume de ambes os seios
e galactorreia. Mais tarde verificou um aumento de peso e sensacdo de enfartamento.

Evolugdo da Reacdio Critérios de Gravidade

‘ Em Recuperacdo ‘ Clinicamente importante

Data de Inicio Data de Fim
‘ 30-06-2020 ‘ ‘ |
Duragdo da Reagdo Causalidade
‘ 2 Semanas ‘ ‘ Provavel |

Descricio do Tratamento

‘ Suspendeu a terapéutica (por indicacdo médica)

REPUBLICA 'u Infarmed

PORTUGUESA Puseridice Nacoow co Misdicamenio
T, e Peclaos e Saide, L
SAUDE

Medicamento 1

Medicamento

| Socian/Amissulprida, Solucio oral, 50 mg/10 ml |

Lote Tipo de Autorizac3o

| | | AIM - Autorizacdo de Introducdo no Mercado |

Data de Inicio Data de Fim

| 27-06-2020 | | 10-07-2020 |
Via da Administracdo Dosagem

| Oral (via) | | 50 mg/10 ml |
Forma Farmacéutica Medida Tomada

| Solucdo oral | | Dose Inalterada |

Indicag@e Terapéutica

| Fadiga e nervosismo |

Iniciais Sexo

‘ F.M.5.B.R. | | Feminino ‘
Data de Nascimento Idade 4 Data da RAM

| 31-12-1975 | | 44 Anos ‘
Peso (kg) Altura (cm)
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g RErumcs, & Infarmed

sAUDE

te, P

Notificador

Nome Proprio

‘ Inés |

Apelido(s)

‘ Candeias Martins |

Concelho

‘ Fundéo |

Local de Trabalho

| VITORIA

Codigo Postal Localidade

| 6230-341 Fundao |
Qualificagdo Email

‘ Farmacéutico | | farmaciavitoriafundanense@gmail.com |
Telefone/Telemével N° Carteira/ Cédula Profissional

‘ 275752106 | | |

PORTUGUESA furciidice Nagoos cc 0

& Procures de Said

@ REPUBLICA 'u Infarmed
d

SAUDE

Outra Informacdes

Medicamento Concomitante

Lexotan 1,5mg e Cosyrel 5/5mg |

Ocorreu Erro de Medicagdo ?

| Néo |

Qutras Informagdes
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Anexo V -Preparacao individualizada da medicacao
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Anexo VI — Certificado de presenca no workshop “Alimentacao e

Cancro”

CANCRO" NO DIA 15

EUGENIA LINDEZA
Coordenadora da UCCF

Anexo VII — Certificado de presenca na mesa redonda “Alimentacao e

Cancro”

CERTIFICADO DE PRESENCA
CERTIFICA-SE QUE___ =«é_ Comndeion Wackms
PARTICIPOU NA MESA REDONDA "ALIMENTACAO E

CANCRO" NO DIA 15 DE FEVEREIRO DE 2020 NA
MOAGEM - FUNDAO
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Anexo VIII — Exemplo do funcionamento passo a passo

dispositivo de inalacao

EASYHALER®

Colocar o inalador na
vertical

Retirar a tampa do
bocal

Agitar o inalador 3a 5
vezes para cima e para
baixo na vertical

Manter o inalador na
vertical

Pressionar o inalador
ate ouvir um clique

Soltar o botdo até 3
posigdo inicial

Cuidados a ter/recomendagées:

# 5eatampa do bocal estiver colocada, o
inalador ndo fard um clique;

+ Nio pressionar o inalador enquanto agita;

* Pressionar primeiro e s0 depois fazer a
inalagéo;

* N&o inclinar o inalador;

« N&o expirar para dentro do inalador;

® Lavar a boca e os dentes e ndo engolir a
agua, apos a inalagdo;

# Referir que o contador de doses so gira de
5 em 5 utilizagdes;

s Quanto o contador fica vermelho restam
apenas 20 doses;

« Limpar o inalador com um pano seco
(evitar humidade]);

* MNunca utilizar agua para limpar o inalador.

NOTA:

Se pressionar o inalador acidentalmente, ou se
expirou para dentre do inalador & necessario

retirar o po do bocal:

#« Para tal, basta bater com o bocal contra
uma superficie (ex: tampo de uma mesa ou
contra a palma da mao)

* Repetir os passos corretos para uma

inalagdo bem-sucedida

7.
B
a9
10. Retirar o inalador dos labios

Expirar lentamente pela boca para longe do inalador

Colocar o bocal na boca e fechar os labios firmemente em redor do bocal

Inspirar rapido e profundamente até encher os pulmdes

11. Manter os |dbios cerrados e suster a respiragdo durante 5 a 10 segundos.
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Anexo IX — Cartaz com medidas gerais do COVID-19

MEDIDAS GERAIS

HIGIENE DAS MAOS .l

Lave frequentemente as maos com agua

e sabdo ou use uma solugdo a base de
alcool

m\ ETIQUETA RESPIRATORIA
£ Quando espirrar ou tossir, tape o nariz e
a boca com um lengo de papel ou com o

brago. Deite o lengo no lixo

DISTANCIAMENTO SOCIAL
* ‘ sl
Mantenha a distdncia de seguranca das
outras pessoas de 1,5 - 2 metros N
#* S— -

SE TIVER ALGUM DOS
SEGUINTES SINTOMAS:

-

= - / 2 LIGUE
L W e
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COVID-19 — Conhecer para Prevenir!

iSaude

O mundeg esté preocupado com a infegdo causada por um nove coronavirus (COVID-19). A melhor forma de
combater uma doenga & conhecé-la para saber como a prevenir e como atuar perante a suspeita de infeggo.

O QUE E 0 COVID-197
Ea doenga causada por um virus da familiz dos
coronavirus gque apresenta, maioritariamente,
manifestagio semelhantes as da gripe comum:

= febre;

*  tosse;

+ faltadear.
Ha casos que podem evoluir para doenga mais grave,
COMmo & pReumaenia.

DE ONDE VEM?

ONDE: a maioria dos casos identificados sdo, a data,
nz China, no entanto jd se detetaram alguns casos
noutros paises, incluindo a nivel europeu.

COMO: zinda ndo se conhece a fonte da infecio, mas
acredita-5e que possa ter origem animal — @ maioria

dos casos inicizis estdo associados @ pessoas que
frequentaram um mercado de alimentos e animais
vivos (peixe, marisco & aves), em Wuhan.

DE QUE FORMA SE TRANSMITE O ViRUS?

Por via respiratoria — isto €, por via aérea, nas
goticulas expelidas quando se espirma ou tosse, por
exemplo.

Pensa-se que também exista transmissdo indireta
{através de objetos contaminados por pessoas
infetadas — por exemplo, ao espirrar), dado gue
estudos preliminares sugerem gue o virus sobrevive
algumas horas nas superficies contaminadas.

EXISTE TRATAMENTO?
Ainda ndo existe uma vacina especifica para o COVID-
19, pelo que a prevengio & essencial.

Assim, e particularmente nos paises mais afetados:
Evite o Contacto proXime com pessoas com
manifestagbes de infegdo respiratdria, como tosse,
nariz entupido efou corrimento nasal e dificuldade
respiratdria;

Evite o contacto com animais selvagens ou de
guinta e o consumg de produtos de origem animal
crus ou malcozinhados;
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Lave as maos frequentemente, com agua e sabdo
ou com um produto com alcool a 702 (liquido, gel
ou toalhetes), especialmente apos partilha de
espaco com pessoas potencialmente doentes [por
exemplo, nos transportes piblicos ou centros
Comercials) e sempre que se assoar, espifrar ou
tossir;

Adote medidas de etiqueta respiratoria — tape o
nariz e a boca sempre que espirrar ou tossir, com
um lengo de papel ou com o brago (nunca com as
mdos). Cologue o lengo de papel no lixo €, se
possivel, lave as mdos ou desinfete-as com uma
salucBo & base de dlcool;

SUSPEITO QUE ESTOU INFETADO. E AGORA?

Portugal esta preparado para dar resposta em caso de
doenga — esta em curso a implementacdo de diversas
medidas para prevengdo & controlo da infegdo.

S%e esteve recentemente em zonas afetadas pelo
COVID-19 ou se contactou com alguém infetado, vigie
possiveis manifestagdes respiratorias (febre, tosse ou
falta de ar) nos 14 dias apos o regresso/contacto. Se
tiver sinais ou sintomas, ligue de imediato para o SNS
24 (808 24 24 24)

SABIA QUE..?

Ja houve mais surtos associados a corongwirus (entre
2002 e 2003, foi identificado o coronavirus SARS-Col,
responsavel pela sindrome respiratoria aguda grave e,
em 2012, o coronavirus MERS-CoV, responsavel pela
sindrome respiratoria do Medio Oriente).

ONDE POSSC OBTER MAIS INFORMAGOES?

Estar informado € o primeiro passo! A Diregio-
Geral da Saude (DGS) estd @ acompanhar de perto
a situagdo, validando e  disponibilizando
continuamente todas as atualizagies sobre o
COVID-19, em: www.dgs pt.

COM A AJUDA DESTA FARMACIA

Se tem dividas sobre os coronavirus, informe-se
com o seu farmacéutico! A Farmacia esta sempre
disponivel para o apoiar.
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COVID-19 — Sabe lavar as maos?

iSaude

COVID-19 € o nome dado & infegdo por um novo coronavirus identificado pela primeira vez em humanos, no final

de 2019, em Wuhan, na China.
O QUE E O COVID-197

E a doenga causada por um virus da familia dos
Coronavirus — estes virus existem maioritarizmente
em animais, mas, em algumas circunstancias, pedem
causar infegdes em humanos, por vezes com algumas
manifestagbes semelhantes as da gripe comum —
febre, tosse & falta de ar. H3 casos que podem evoluir
para dosnga mais grave, comao a pneumonia.

DE QUE FORMA SE TRANSMITE?

Embora ndo se conhega a origem exata do virus,
acredita-se que, em Portugal, o maior risco de infegdo
provém do contacto proximo com pessoas infetadas.
Sabe-se que o virus se transmite por via respiratdria —
isto &, por via aérea, nas goticulas expelidas quando se
espirra ou tosse, por exemplo. Pensa-se que também
exista transmiss3o indireta (através de objetos
contaminados por pessoas infetadas, por exemplo ao
espirrar}, dade que estudes preliminares sugerem que
0 virus sobrevive algumas horas em superficies.

Devo utilizar mdscara? De momento, a Diregdo-
Geral da Saude (DGS) ndo recomendz o uso de
mascara de protegio em pessoas Sem sintomas.

E POSSIVEL PREVENIR?

A melhor forma de prevenir o COVID-19 € a adogio de

medidas gerais de prevengio das infeges virais:

» Evite 0 contacto proximo com pessoas com
manifestagbes de infegdo respiratoria, como tosse,
nariz  entupide efou  comimento nasal e
dificuldades respiratorias;

* Evite o consumo de produtos de origem animal
crus ou malcozinhades;

* Adote medidas de etiqueta respiratoriz — tape o
nariz & a boca sempre que espirrar ou tossir, com
um lengo de papel cu com o brage (nunca com as
mdaos). Coloque o lengo de papel no lixo;

* Lave as maos frequentemente, com agua e sabdo
ou com um produto com dlcool a 702 (liquido, gel
ou toalhetes), especialments apds partiha de
espago Com pessoas potencialmente doentes (por
exemplo, em transportes plblicos ou centros
comerciais) e sempre gue se assoar, espirrar ou
tossir;
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SABE LAVAR AS MADS?

A lavagem das mdos deve durar entre a 40 a 60

segundos.

1. Molhe as mios com agua e apligue sabdo de
forma a cobrir toda a superficie das méos;

2. Esfregue:

&. as palmas das mdos uma na outra;

b. @ palma direita sobre as costas da mo
esguerda, com os dedos entrelagados (e
vice-versa)

c palma com palma, com
entrelagados;

ARG

d. @ parte de trés dos dedos nas palmas
opostas com os dedos entrelagados;

e. o polegar esquerdo, entrelagado na palma
direita (e vice-versa);

f.de forma rotativa, os dedos da méo direita na
mio esquerda (e vice-versa);

o AR

g. Enxague as mios com dgua e seque-as com
um toalhete descartavel, utilizando-o para
fechar a torneira, se esta for manual.

o5 dedos

Caso utilize uma solugBo antissética de base alcodlica
para a higiene das m3os, deve esfregar as mdos do
modo indicado anteriormente durante 20 a 30
segundos (até a solugio secar).

ONDE POSS0 OBTER MAIS INFORMAGDES?

Estzr informado € o primeiro passo!

A Diregio-Geral da Salde (DGS) estd2 =@
acompanhar de perto a situagdo, wvalidando e
i ibilizand conti e todas as
atualizagbes sobre o COVID-19, em: www.dgs. ot

COM A AJUDA DESTA FARMACIA

Se tem dividas sobre estes coronavirus, informe-se
com o seu farmacéutico! A Farmacia estd sempre
disponivel para o apoiar.
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Anexo XII — Informacao da dispensa de um medicamento de uso

hospitalar na farmacia comunitaria
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