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Resumo

Na sociedade atual, o farmacéutico é um profissional de salde qualificado na area do
medicamento. Embora a sua principal funcao seja contribuir para a melhoria da qualidade de
vida dos seus utentes, ao suministrar-lhes os medicamentos adequados, também pode, na
area da investigacdo, participar na descoberta de novos medicamentos, quer no controlo dos
farmacos ja existentes, quer proporcionando novos métodos e abordagens no mundo

farmacéutico, como por exemplo no ambito da clinica e da toxicologia.

O presente relatorio encontra-se dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo encontra-se
descrito o estagio realizado em farmacia comunitaria. Sao referidas as principais atividades
desenvolvidas e funcdes assumidas na Farmacia Vitéria Fundanense, com destaque para as
funcdes realizadas durante o tempo de estagio, desde o circuito do medicamento, dispensa
de produtos de salde, passando pela gestdo da farmacia, até ao aconselhamento e

seguimento farmacoterapéuticos.

0 segundo capitulo deste documento descreve o trabalho de investigacao desenvolvido no
Centro de Investigacao em Ciéncias da Salude da Universidade da Beira Interior. O principal
objetivo do trabalho de investigacao foi o desenvolvimento e otimizacdao de uma metodologia
analitica para a determinacdo de pregabalina em amostras de plasma com recurso a
microextracao em seringa empacotada e a cromatografia de ultra performance acoplada a um
detetor de fluorescéncia. Como padrao interno foi utilizada a norvalina. E de salientar que, é
o primeiro estudo onde é utilizada a microextracdao em seringa empacotada para a detecao de

pregabalina.

A elevada quantidade de interferentes bioldgicos existentes na matriz faz com que a
preparacdo da amostra seja um passo fundamental no processo analitico. Posto isto,
procedeu-se a otimizacdo da técnica extrativa utilizando o planeamento fatorial fracionado,
uma ferramenta estatistica aplicada ao processo de decisdo e que avalia de forma
multivariada os fatores intervenientes na extracdo. O uso do desenho experimental (DOE)
fracionado demonstrou ser uma ferramenta Util para a otimizacdo do método de extracdo, ao
reduzir o nimero de experiéncias, minimizar o tempo de processamento da amostra e
diminuir o gasto dos reagentes. As condicbes finais otimizadas foram o niUmero de aspiracoes
pelo dispositivo (uma aspiracdo), a quantidade de hidroxido de amoénio na solucao de eluicao
(2%) e o numero de eluicoes (18 eluicoes). No que se refere a lavagem, concluiu-se que esta

nao era necessaria.

Para além da técnica de extracdo diversos parametros relacionados com a metodologia

analitica foram igualmente otimizadas O método proposto no presente relatorio permite a
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detecao de pregabalina em amostras de plasma de forma simples e rapida podendo vir a ser
implementado para a determinacdo deste composto quer em contexto clinico, forense ou
industrial para o controlo deste farmaco com vista a melhorar a qualidade de vida da
populacao.

Palavras-chave

Farmacia comunitaria; Microextracdao em seringa empacotada; Pregabalina; UHPLC-FLD.
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Abstract

Nowadays, a pharmacist is a qualified health professional in the field of medication. Although
its main duty is to contribute to the improvement of the users’ quality of life, by providing
them with the appropriate medications, he can also, in the area of research, participate in
the discovery of new medicines, whether in monitoring existing drugs or providing new
methods and approaches in the pharmaceutical world, as for example in the context of clinics

and toxicology.

This report is divided in two chapters. In the first one, the training course that took place in a
community pharmacy is described. This chapter refers the main activities developed and the
duties performed in the Vitoria pharmacy. Taking into account, in the first place, the duties
performed during the time of the training course, beginning with the circuit of the drug, the
dispensing of health products, the management of the pharmacy and ending with the

pharmacotherapeutic advising and following-up.

The second chapter of this document describes the research work developed in the Research
Center for Health Sciences, of the University of Beira Interior. The main purpose of the
research work was the development and optimization of an analytical method for the
detection of pregabalin in plasma samples using microextraction in packaged syringe (MEPS)
and ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) coupled to a fluorescence
detector. Norvaline was used as internal standard. It is very important to refer that, it is the

first time that pregabalin is extracted using MEPS.

The large amount of existing biological interferences in the matrix makes the sample
preparation a critical step in the analytical process. So, we proceeded with the optimization
of the extractive technique, using the fractional factorial planning, a statistical tool applied
to the decision process, which evaluates the factors involved in the extraction in a
multivariate form. The use of the fractional experimental design (DOE) proved to be a useful
tool for the optimization of the method of extraction, by reducing the number of
experiences, minimizing the processing time of the sample and minimize the expense of the
reagents. The final optimized conditions were the number of strokes by the device (one
stroke), the percentage of ammonium hydroxide in the elution solution (2%) and the number

of elutions (18 elutions). In terms of the washing step, it was found that it was not necessary.

The chromatographic conditions were also subject to optimization. The proposed method in
this report allows for the quick and easy detection of pregabalin in plasma samples, which
might be implemented to detect this compound in a clinical, forensic or industrial scenario,

for controlling this drug in order to improve the population’s quality of life.
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Capitulo | - Farmacia Comunitaria

1.Introducao

O estagio é o primeiro contacto de qualquer profissio com a realidade e o inicio de uma
etapa continua de formacao, a qual proporciona uma ligacao entre os conhecimentos tedricos
adquiridos e a sua respetiva aplicacdo pratica. E sem divida um desafio aliciante devido a

toda a complexidade e responsabilidade que tem subjacente.

O papel do farmacéutico comunitario, no sistema de salide e na sociedade, é reconhecido a
priori por todos aqueles a quem se destina, ou seja, os utentes, ja que estes confiam
plenamente nestes profissionais de salde. De facto, na farmacia comunitaria, o farmacéutico
deixou de ser apenas o profissional do medicamento, para incluir na sua pratica o doente. As
funcdes assumidas pelo farmacéutico, enquanto profissional de salde altamente qualificado,
traduzem-se na prevencao, aconselhamento e acompanhamento, desde as interacoes
medicamentosas, contraindicacdes e reacdes adversas, a selecdo do farmaco mais adequado,
monitorizando assim o doente. Todas estas praticas promovem a salde da populagdo e

encaminham para um uso racional dos medicamentos.

O Mestrado integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade da Beira Interior culmina
com o estagio final, o qual neste caso, foi realizado entre os dias 3 de fevereiro e 20 de junho
de 2014, com uma duracdo de 800 horas, na Farmacia Vitoria, sendo a responsavel pelo

estagio a da Dr.? Alcina Leal.

Este relatorio tem como principal objetivo a caracterizacdo do funcionamento da farmacia
comunitaria e do papel do farmacéutico, como especialista do medicamento e como agente

de saude publica.

2.0rganizacao da Farmacia

2.1 Recursos Humanos

E nos recursos humanos que assenta a base do bom funcionamento de qualquer farmacia,
sendo de extrema importancia que estes se encontrem ajustados a realidade da mesma, quer
em ndmero, quer em conhecimentos. Os colaboradores da Farmacia Vitoria sao profissionais
de extrema competéncia, que colocam toda a sua experiéncia e profissionalismo em qualquer
tarefa diaria, para conseguirem assim assegurar o melhor atendimento a todo o tipo de

utentes.



Esta equipa é constituida pelos seguintes elementos:

e Diretor técnico (Dr.? Isabel Maia)

e Farmacéutico adjunto/substituto (Dr.? Alcina Leal)
e Farmacéutico substituto (Dr.? Catarina Elias)

e Técnico de Farmacia (Sr. Antonio Gomes)

e Técnico de Farmacia (Sr. Henrique Liberal)

e Técnico de Farmacia (Sr. José Afonso)

e Técnico Auxiliar (Sr.? Patricia Martins)

e Responsavel Financeiro (Dr. Bartolomeu Cerdeira)

e Responsavel pelos servicos de limpeza (Sr.? Natalia Gongalves)

A direcado técnica da farmacia, é assegurada em permanéncia e exclusividade, pelo diretor
técnico, durante o horario de funcionamento desta, como é descrito no Regime Juridico das
Farmacias de Oficina, sendo da sua responsabilidade, manter um correto e adequado
funcionamento da farmacia. Também fazem parte das competéncias especificas do diretor

técnico:
a) Assumir a responsabilidade pelos atos farmacéuticos praticados na farmacia;

b) Garantir a prestacao de esclarecimentos aos utentes sobre o modo de utilizacao dos

medicamentos;
c) Promover o uso racional do medicamento;

d) Assegurar que os medicamentos sujeitos a receita médica so6 sao dispensados aos utentes

que a nao apresentem, em casos de forca maior e devidamente justificados;

e) Garantir que os medicamentos e demais produtos sao fornecidos em bom estado de

conservacao;
f) Garantir que a farmacia se encontra em condicdes de adequada higiene e seguranca;
g) Assegurar que a farmacia dispde de um aprovisionamento suficiente de medicamentos;

h) Zelar para que o pessoal que trabalha na farmacia mantenha o asseio e a higiene

permanentemente;

i) Verificar o cumprimento das regras deontologicas da atividade farmacéutica;



j) Assegurar o cumprimento dos principios e deveres previstos neste diploma e na demais

legislacdo reguladora da atividade farmacéutica. "

O diretor técnico pode ser coadjuvado por farmacéuticos e por pessoal devidamente
habilitado, sob a sua direcao e responsabilidade. Na sua auséncia, o farmacéutico substituto

assume as suas tarefas e compromissos. "

2.2 Instalacdes e equipamento

2.2.1 Espaco Exterior

Relativamente ao exterior da Farmacia Vitoria, esta encontra-se identificada por uma “cruz
verde” luminosa e perpendicular a fachada da farmacia, a placa que pretende informar o
publico da existéncia da farmacia, assim como o simbolo das farmacias portuguesas. No
exterior encontra-se a identificacdo da propriedade e do diretor técnico, a existéncia de livro
de reclamacoes e as farmacias do municipio em regime de servico. A farmacia dispée de uma
montra, que tem como objetivo divulgar varios produtos, sendo renovada consoante as

campanhas existentes.

Na porta exterior, existe indicacdo do horario de funcionamento, sendo este de segunda a
sexta-feira, das 8:30 as 20:00 horas e aos sabados das 8:30 as 13:00 horas. Cumpre assim, o
periodo de funcionamento semanal minimo das farmacias comunitarias exposto no Artigo 2°
da Portaria n.° 277/2012, de 12 de setembro, emitido pelo Ministério da Saide.® A farmacia,
no que diz respeito ao servico permanente, funciona em regime de rotatividade com as outras
farmacias da cidade do Fundéo, pelo que se encontra aberta ininterruptamente de quinta a

quinta-feira, durante 24 horas.

A entrada é acessivel a todos os utentes, e tem uma rampa para garantir facilmente a
acessibilidade a todo o tipo de pessoas, estando assim de acordo com o referido nas Boas
Praticas Farmacéuticas (BPF) para Farmacia Comunitaria: “Devera ser garantida a
acessibilidade a farmacia de todos os potenciais utentes, incluindo criancas, idosos e cidadaos

portadores de deficiéncia.” ©®

2.2.2 Espaco interior

Segundo a deliberacao n.° 2473/2007, de 28 de novembro, as farmacias devem ter uma area
minima, da area Gtil total de 95 m? e possuir, obrigatéria e separadamente, as seguintes

divisoes:

a) Sala de atendimento ao publico com, pelo menos, 50 m?;



b) Armazém com, pelo menos, 25 m?;
c) Laboratério com, pelo menos, 8 m%;
d) Instalacdes sanitarias com, pelo menos, 5 m?;

e) Gabinete de atendimento personalizado, exclusivamente para a prestacao dos servicos

farmacéuticos.

A Farmacia Vitoria ndao cumpre com estas areas obrigatorias pois a sua construcao remonta a
uma data anterior a deliberacdo que as divulga. No entanto, apresenta todas as instalagcoes
necessarias e o seu espaco fisico é abrangido por 2 andares e ainda uma zona de armazém,

externa a farmacia.
2.2.2.1 Rés do chao

O rés do chdo comporta, a area de atendimento, uma casa de banho adaptada para pessoas
com deficiéncia, uma area de armazém (gavetas/prateleiras), uma secretaria que serve nao
sO para a conferéncia de receituario, mas também para a consulta de manuais de apoio a
dispensa, assim como, dois gabinetes de atendimento personalizado e ainda uma area de

repouso.

A area de atendimento é uma zona bem cuidada, com um sistema de luminosidade
enriquecido e ventilacao adequada. Neste espaco também se encontra identificado o nome da
farmacia e do respetivo diretor técnico. Esta area compreende 6 balcoes com a respetiva
identificacdo dos profissionais de salde e cuja disposicao privilegia a privacidade no
atendimento. Cada balcao tem ao seu dispor software, impressora, computador, sistema de
leitura otica e terminal multibanco, contribuindo assim para a qualidade do atendimento.
Nesta zona, o utente encontra ainda varios lineares correspondentes as diferentes gamas de
cosmética e dermocosmética, puericultura, produtos para os pés, higiene corporal e capilar,
diversos produtos de emagrecimento e produtos de veterinaria. Possui ainda uma balanca
para determinacao do peso corporal e altura, um servico self-service de agua, um ecra, onde
passa a informacao das farmacias portuguesas, cadeiras onde os utentes podem descansar,

assim como um expositor de sapatos ortopédicos.

As salas de atendimento personalizado garantem as condicdes de privacidade necessarias.
Uma das salas é utilizada para a determinacdo de parametros bioquimicos como: glicémia
capilar, colesterol, triglicéridos, PSA (Antigeno Prostatico Especifico), pressao arterial, acido
urico e testes de gravidez. Aqui sao prestadas todas as informacoes e esclarecimentos que o

profissional de salide entenda necessarias e oportunas. O segundo gabinete é utilizado para a



prestacdo de cuidados farmacéuticos que necessitem de especial atencdao por parte do
profissional. E também nesta sala, que o utente pode usufruir de consultas de podologia,

sendo estas prestadas por uma especialista.

Na zona interior da farmacia, restrita ao publico, encontra-se a area de armazenamento. Os
medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) estdao divididos em moddulos de gavetas
deslizantes de madeira, organizados por ordem alfabética e dosagem. Os supositorios,
injetaveis, pomadas, colirios e granulados, estao separados em gavetas deslizantes de metal,
organizados também pela mesma ordem dos anteriores. Do mesmo modo, se encontram
dispostas as solucdes orais, produtos de higiene feminina e ampolas bebiveis. Devidamente
ordenados em prateleiras estao os produtos de uso externo e produtos de higiene capilar.
Noutra seccdo estao os suplementos vitaminicos, produtos usados para as vias respiratorias e
produtos homeopaticos. Este tipo de organizacao serve para auxiliar a prestacao de cuidados
de salde, conseguindo assim um atendimento rapido e de grande qualidade. Existe também

um frigorifico para a medicacdo que necessite de uma armazenagem no frio.
2.2.2.2 Primeiro andar

O primeiro andar abrange a area de rececao de encomendas, duas areas de armazenamento,
um laboratorio, um escritorio, instalacdes sanitarias para os funcionarios e uma divisao, onde

se encontra o servidor e a central telefonica.

A zona de rececdo de encomendas é composta por dois computadores equipados com o
programa Sifarma 2000 (Sistema Informatico da Associacdao Nacional de Farmacias), nos quais,
foram instalados um modem e um leitor 6tico como periféricos, para auxiliar toda a gestao de

produtos e medicamentos existentes na farmacia.

O laboratério esta equipado com todo o material obrigatorio exigido nas farmacias. E o
espaco onde sao preparados todo o tipo de manipulados, seguindo sempre os procedimentos
legais das boas praticas de fabrico dos mesmos. Aqui também sao feitas pesagens de produtos
para conservacao do vinho e testes para revelar a acidez do azeite. Esta area é composta por
uma bancada branca, um exaustor, uma zona de lavagem de material, armarios para
conservacao de matérias-primas e armazenamento de material. E de salientar que todas estas
superficies sao lisas, para uma facil limpeza e desinfecao. O laboratorio esta equipado com
um aparelho de marca unguator, o qual auxilia na elaboracao de preparacées liquidas e semi-
solidas. Tem também duas balancas (analitica e manual), para além de todo o material

necessario a realizacao das preparacoes.

Na Farmacia Vitoria os psicotropicos estdao guardados num local seguro e isolados dos

restantes medicamentos.



De salientar que, logo no primeiro dia de estagio, tomei conhecimento do espaco fisico da
Farmacia Vitoria, com a supervisdao da Dr.? Alcina Leal, ficando assim a conhecer todas as

divisdes referidas anteriormente.
2.2.3 Equipamentos gerais e especificos

A farmacia deve ter todo o equipamento indispensavel ao correto funcionamento da mesma,

o qual deve estar em boas condicbes para garantir o fim pretendido.

Relativamente a equipamentos gerais, a farmacia comporta computadores, sistemas de

leitura otica, caixas registadoras, impressoras, cofre, fax, modem e telefones.

Quanto a equipamentos especificos, pode-se destacar balanca digital e manual, unguator,
balanca para determinacdo da composicdo corporal, tensiometro manual, accutrend plus,

freestyle precision e multisure (testes bioquimicos e fisiologicos) e termohigrometros.

Apresentando também documentacdo especifica como é o caso de documentacdo oficial,

farmacopeias e formularios.
2.2.4 Recursos informaticos

A Farmacia Vitoria dispée de dez computadores ligados em rede. Seis destes computadores
estao disponiveis para atendimento ao publico e acoplados individualmente, a um dispositivo
de leitura otica de codigos de barras e a uma impressora, a qual permite a impressao no verso
da receita (no caso dos MSRM comparticipados) e também a fatura comprovativo de
pagamento. Dois computadores encontram-se na area de rececdo das encomendas, para
proceder a esta funcdo bem como a execucao de notas de devolucao, estando acoplados a um
dispositivo de leitura 6tica de codigos de barras, a uma impressora laser e a outra de codigos
de barras; existe um outro computador no rés-do-chdo, também acoplado a um dispositivo de

leitura otica para conferéncia de receituario e pesquisas € um outro, no escritorio.

Todos os computadores estdo ligados a Internet, permitindo a farmacia estar em permanente
atualizacdo, em relacao ao sector da salde e a tudo o que pode chegar aos utentes, pessoas
cada vez mais informadas. Deste modo, a farmacia recebe frequentemente alertas de
seguranca, nomeadamente do INFARMED, para poder esclarecer convenientemente os

utentes.

O software adotado é o Sifarma 2000, da ANF, o qual esta permanentemente atualizado via
modem. Este sistema informatico aumenta a qualidade do atendimento, permitindo ainda a

consulta de informacao sobre os medicamentos, no que se refere a contraindicacoes,



dosagem, intervalo terapéutico, efeitos secundarios e interacdes farmacoldgicas (leves,
moderadas e graves). A reter que, caso se verifique esta Ultima situacao (interacdo grave), o
programa alerta e disponibiliza a respetiva justificacao cientifica, sendo necessario confirmar
junto do médico prescritor, a medicacdo em causa, para que o atendimento possa ser
continuado. E exequivel com este programa, aceder as vendas de cada operador, fazer a
gestao e regularizacdo de devolucdes de produtos e medicamentos e impressao de lotes e

consulta da classificacao ATC (Anatomical Therapeutic Chemical Classification).

0 Sifarma 2000 proporciona também, informacédo sobre o nimero de unidades existentes em
stock e os medicamentos que fazem parte do grupo homogéneo. Permite a elaboracao,
transferéncia e rececdo de encomendas, assim como o controlo da movimentacdo dos
medicamentos e produtos existentes na farmacia, atribuicdo de niveis de stock, controlo dos
prazos de validade, leitura dos codigos de barras dos produtos e informacédo cientifica do
produto. Quando a farmacia ndao tem um determinado medicamento em stock, caso esteja
definido na ficha do produto que existe um stock minimo, permite a sua encomenda

automaticamente, garantindo assim um melhor atendimento ao doente.

Este € um programa que domino, depois de concluido o estagio na Farmacia Vitoria, gracas a
total disponibilidade dos seus profissionais, que sempre estiveram prontos a ajudar-me e a

esclarecer qualquer tipo de duvida.
3.Informacdo e documentacao cientifica

O conhecimento cientifico cresce a um nivel exponencial o que obriga o farmacéutico a um
“estudo” constante, de forma a ser um profissional atualizado e competente, no exercicio das
suas funcdes. Dai, a existéncia de uma biblioteca basica, dentro da propria farmacia, ser de
extrema importancia, para garantir o esclarecimento de qualquer duvida, que surja durante a
pratica farmacéutica, seja ela suscitada pelo utente, pelo proprio farmacéutico ou pelo
médico. A biblioteca da Farmacia Vitéria Fundanense é composta por livros, publicacoes e
revistas, que vao sendo atualizadas de forma continua, através de folhetos e boletins
provenientes dos laboratorios, bem como da aquisicdo das mais recentes publicacoes, estando
tudo disposto e organizado, por ordem cronolégica. Por questdes de espaco, os documentos

mais antigos estdo arquivados no armazém.

No processo de cedéncia de medicamentos, o farmacéutico deve obrigatoriamente dispor de
acesso fisico ou eletronico, a informacao que contenha indicacbes, contraindicacdes,

interacdes, posologia e precaucdes a ter em conta, com a utilizacdo dos medicamentos.

As fontes consideradas de acesso obrigatério, no momento da cedéncia de medicamentos sao

o Prontuario Terapéutico (PT) e o resumo das Caracteristicas dos Medicamentos (RCM).



Fontes complementares recomendadas para consulta em farmacoterapia sao o Martindale,

The Extra Pharmacopeia; a British National Formulary e a Epocrates online.

Quando surgem duvidas relacionadas com os medicamentos e produtos de salde, podem ser
consultados recursos externos a farmacia como é o caso do CEDIME (Centro de Divulgacao do
Medicamento), CIM (Centro de Informacdo do Medicamento da OF) e LEF (Laboratorios de

Estudos Farmacéuticos) que sdo centros especializados no tratamento de informacéo publica.

A minha experiéncia em farmacia comunitaria permitiu-me ter contacto com estes centros de
informacao. Destaco, por exemplo, o meu contacto com o CIM, onde coloquei a seguinte
questdo: “Ja que a amiodarona e a digoxina apresentam interacdao farmacoldgica grave,
podendo aumentar o intervalo QT, causando arritmias graves, qual é a razdo para que o0s
médicos as continuem a prescrever concomitantemente? E quais as possiveis alternativas?”.
Apos ter colocado esta questao, obtive resposta via email, no dia seguinte. Esta consistiu na
apresentacao de um artigo cientifico sobre a insuficiéncia cardiaca, mas sem fazer qualquer
referéncia a este tipo de interacdo. Devido a resposta incompleta, fiquei um pouco

desapontado com o CIM, pois nao fui devidamente esclarecido.

4. Aprovisionamento e armazenamento

4.1 Critérios de selecdo de um fornecedor

As farmacias podem adquirir produtos junto de diferentes entidades, designadamente
Armazéns de Distribuicdo Grossista de medicamentos e produtos sanitarios, ou diretamente ao

Laboratdrio responsavel pelo fabrico ou importacao dos mesmos.

Uma tarefa crucial na gestdo de stocks é a escolha dos fornecedores, visto que, nao é
necessaria a existéncia de grandes quantidades de produtos em armazém, em virtude de os
armazenistas garantirem uma rapida resposta as encomendas diarias, evitando assim rutura
de fornecimento e descontentamento por parte dos utentes. Esta escolha também tem que
ser feita tendo em conta descontos ou condicGes especiais, ja que, nos dias de hoje, uma
farmacia que nao consiga uma boa gestdo com as margens de lucro aplicadas, ndo consegue

“sobreviver”.

A farmacia Vitoria trabalha diariamente com 3 armazenistas, nomeadamente: a Udifar, a
Plural-Cooperativa Farmacéutica e a Alliance Healthcare, mas por vezes recorre diretamente
aos laboratérios e ainda outros fornecedores, para casos mais especificos. A escolha dos seus
fornecedores baseia-se na proximidade, na qualidade dos servicos prestados (varias entregas
diarias, menor nimero de erros, facilidade no contacto para resolucao de problemas) e na

oferta de melhores condicbes de negociacdo (datas limite de pagamento mais propicias,
8



eventuais descontos ou bdnus para grupos de farmacias, dado que a farmacia esta inserida

num grupo de compras).
4.2 Sifarma 2000 na gestao de medicamentos e produtos farmacéuticos

4.2.1 Elaboracao de uma encomenda

As encomendas aos fornecedores podem ser feitas de diversas formas. As encomendas
didrias, sao elaboradas com recurso ao Sifarma 2000, que gera uma proposta de encomenda,
de acordo com os niveis de stock definidos na ficha do produto. Esta proposta é analisada e
validada pelo Sr. Henrique Liberal, de acordo com as necessidades da farmacia, antes de ser
enviada para o fornecedor. A Farmacia Vitoria é fornecida por trés armazenistas, para os
quais sao feitas diariamente duas destas encomendas para cada um. Estas sao feitas em
momentos diferentes para que as faltas de um fornecedor, juntamente com as faltas geradas

pelo sistema transitem de fornecedor para fornecedor.

Existe também a modalidade de encomenda instantanea, via online (através da ficha do

produto ou site disponibilizado pelo fornecedor, como é o caso do medicamento innohep®).

Também podem ser feitas pelo telefone ou diretamente aos delegados dos laboratorios que

visitam a Farmacia.

A rutura de stock de um determinado produto deve-se ao facto do fornecedor nao o ter ou se
encontrar esgotado a nivel nacional, situacdo que se tem verificado cada vez mais. Nesses
casos, a Farmacia Vitoria tenta sempre verificar, se as farmacias mais proximas tém o

produto, para poder dispensa-lo ao utente, nao o deixando sem medicacao.

Neste ambito, aproveito para reportar um caso de rutura de stock que houve na Farmacia,
enquanto estava a estagiar, e que se prendeu com as canetas de adrenalina, as quais

esgotaram e tiveram de vir de Franca, para atenuar a situacao.

Durante o meu estagio fiz encomendas, quer por telefone, para poder dar uma correta
informacdo ao utente, sobre a data e hora de entrega, como também encomendas
instantaneas; desloquei-me algumas vezes as farmacias mais proximas, para adquirir produtos
esgotados e urgentes para o doente, também tive a oportunidade de visualizar, em algumas
ocasides, como é que o Sr. Henrique Liberal fazia as encomendas diarias e participei nas

compras diretas feitas aos delegados dos laboratérios.



4.2.2 Rececao de encomendas

A Rececao das encomendas, é a primeira etapa com a qual qualquer estagiario contacta logo
que chega a farmacia, permitindo-nos a familiarizacdo com os nomes comerciais, (que
durante o percurso académico ndo sao muito abordados). As formas farmacéuticas, dosagens
e tamanhos existentes no mercado. Uma correta rececao de encomendas é fundamental para
assegurar uma boa gestdao dos stocks de qualquer farmacia. Inicialmente € necessario
confirmar se a encomenda é acompanhada pela respetiva fatura ou guia de remessa em
duplicado e, se o nimero dos contentores que € entregue na farmacia corresponde ao que

esta indicado na guia.

Para dar entrada da encomenda utilizando o Sifarma 2000 é necessario escolher o mddulo
“rececao de encomendas” e posteriormente fazer o cruzamento do registo informatico com o
numero da fatura da encomenda que se pretende rececionar, introduzindo o nimero de
identificacdo do documento e o respetivo valor monetario da encomenda. Depois, inicia-se a
leitura otica dos produtos, dando prioridade aos medicamentos e produtos termolabeis, que

necessitam de voltar o mais rapidamente para o “frio”.

Durante a rececao é necessario avaliar o produto qualitativamente (estado de conservacao,
prazo de validade) e quantitativamente (nimero de embalagens, preco faturado e preco de
venda ao publico), conferindo com a guia/fatura. Quando o preco de venda ao publico (PVP)
nao corresponde ao Ultimo introduzido no sistema, é fundamental atualiza-lo, mas caso
existam ainda outros exemplares com o preco antigo em stock, esta atualizacdo nao se pode
realizar. Na Farmacia Vitoria, quando esta situacdo ocorria, a embalagem era envolvida com

um papel que alertava para o preco atual do medicamento.

Apos a rececao, faz-se uma verificacdo, de modo a que, o valor obtido pelo sistema
corresponda ao valor existente na guia/fatura, assim como o nimero de unidades, para que a
rececdo da encomenda fique concluida. Para finalizar, os produtos em falta sdo transferidos
para outro fornecedor e sdo impressos, se necessario, os codigos de barras dos produtos cujo
preco é marcado na farmacia. De seguida, é de extrema importancia aprovar a encomenda,
para que os produtos em falta “caiam” na encomenda diaria, ndo alterando assim o bom
funcionamento da farmacia. Por ultimo, as guias/faturas sdo assinadas pelo colaborador que

realizou a rececao das encomendas e posteriormente arquivadas.

Caso a encomenda contenha psicotropicos e/ou benzodiazepinas, o préprio sistema gera um
numero que fica automaticamente gravado, assim caso seja necessario € mais facil saber

quando é que chegaram a farmacia e através de que fornecedor.
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Na eventualidade da encomenda ter sido feita via telefone ou diretamente ao fornecedor é
necessario criar manualmente uma proposta de encomenda e neste caso, recorremos ao menu
Gestdo de Encomendas - Manual onde inserimos o fornecedor, o codigo do produto e as
respetivas quantidades. A proposta € enviada para o sistema por modem escolhendo o item

em papel, podendo assim ser rececionada como se fosse uma encomenda diaria.

Tal como referi no inicio deste topico, esta foi a primeira fase do meu estagio. No qual estive
em contacto com a rececdo durante duas semanas. Durante esse tempo, pude familiarizar-me
com os medicamentos e com o sistema informatico, gracas a colaboracao incansavel da Sr.?
Patricia Martins, que fez questdao de me explicar tudo ao pormenor, para que ndo surgissem

davidas, no futuro.
4.2.3 Ficha do produto

Sempre que se da entrada de um novo produto, € obrigatorio criar uma ficha do mesmo, onde
pode ser necessario introduzir algumas informacées, como por exemplo o PVP ou colocar um
visto no item introducdo de etiqueta na entrada. A ficha do produto permite-nos um acesso
facil e simples, a diversas informacoes relevantes, como é o caso da informacao dos
lotes/stocks, nome e codigo do produto, forma farmacéutica, PVP, preco de custo, prazo de

validade, stock atual e historico de compras e vendas.
4.3 Reclamacées e devolucoes

Ha varias nao conformidades nos produtos que levam a que facamos reclamacgdes e

devolucoes dos mesmos aos fornecedores.

As Devolucdes sao sempre efetuadas mediante uma Nota de Devolucao, embora os motivos

possam ser variadissimos. Como:

e O preco do produto nao esta de acordo com o debitado;
e Nao corresponde ao produto solicitado;

e Tem um preco que nao esta disponivel no mercado;

e O produto esta danificado;

e O produto tem uma validade expirada ou a expirar;

e Foi pedido por engano;

e Foi mandado recolher pela Infarmed.
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Quando se verifica uma situacdo destas, é gerada uma nota de devolucdo onde é incluido o
fornecedor, o nimero da guia, a validade, o motivo da devolucéo e respetiva observacéo. E
emitida de seguida, a nota de devolucdao em triplicado. Uma das copias fica arquivada na
farmacia e as outras duas, sao devidamente carimbadas e rubricadas, e anexadas a copia da

fatura com a qual o produto deu entrada na farmacia.

De acordo com este ultimo ponto, existem algumas particularidades a ter em conta, como
sejam: estupefacientes (devolvidos em separado de outros produtos) e produtos que
requerem controlo de temperatura (devolvidos separadamente e devidamente

acondicionados, de forma a garantir a manutencao da cadeia de frio).
4.4 Marcacao de precos

Segundo o estatuto do medicamento, constante no DL n.° 176/2006 de 30 de agosto, e no
Artigo 103°, “O regime de precos dos medicamentos sujeitos a receita médica e dos
medicamentos ndo sujeitos a receita médica comparticipados é fixado por decreto-lei”®,
pelo que estes possuem um Preco Impresso na Cartonagem (PIC). No entanto, os produtos que
nao possuirem PIC e que estado sujeitos a Imposto de Valor Acrescentado (IVA) de 6% ou 23%
devem ser marcados na farmacia de acordo com a margem de lucro estabelecida pela mesma,

consoante o IVA e o tipo de produto.®
4.5 Armazenamento

Apds a rececao dos medicamentos € necessario garantir a sua eficaz conservacdo e
armazenamento. Entre os varios aspetos a ter em conta, é de realcar as caracteristicas fisico-
quimicas do produto, para que possam ser cumpridos os seus critérios de estabilidade, de
acordo com as condicdes de luz, humidade e temperatura. Para garantir a seguranca dos
produtos em termos de condicées de armazenamento, procede-se ao controlo da temperatura
e humidade através de trés termohigrometros. O intervalo dos valores da temperatura e da
humidade situam-se entre os 15-25°C e os 30-60%, respetivamente, no que concerne as zonas
de armazenamento. Relativamente ao frigorifico, a temperatura tem de oscilar entre os 2-
8°C.

0 armazenamento foi também uma das minhas primeiras tarefas na Farmacia Vitoria, visto
que, para poder realizar atendimento ao balcao primeiro teria de saber onde se encontravam
arrumados os medicamentos e produtos de saude, conseguindo assim ser o mais eficaz
possivel, no atendimento. Neste ambito, agradeco especialmente ao Sr. Henrique Liberal que

me deu todo o apoio necessario.
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4.6 Gestao dos prazos de validade

A correta gestao dos prazos de validade € uma tarefa fundamental para uma organizacao
adequada dos produtos da farmacia (os que tém menor validade estdo a frente), garantindo
assim que sao os primeiros a sair, a seguranca dos utentes e evitando perdas monetarias para

a farmacia.

Mensalmente é emitida uma listagem, onde sao verificados todos os medicamentos que vao
expirar nos proximos 2 meses e os produtos de cosmética e dermocosmética que vao expirar
nos 3 meses seguintes. Daqui resulta a sua exclusao de venda, sendo que os produtos de
cosmética e dermocosmética, sao enviados ao fornecedor com a respetiva nota de devolucéao

e os medicamentos sdo enviados para o armazém que os forneceu.

Os prazos de validade sdo conferidos no momento da rececdo das encomendas, como também
no ato da dispensa. Neste Ultimo caso, é gerado um alerta por parte do sistema informatico,

que assinala o facto de poder haver um produto a atingir o seu prazo de validade.
5.Interacao utente-farmacéutico-medicamento

A farmacia é muitas vezes, o Ultimo local onde os cuidados de salde sao prestados ao utente.
Sendo por isso de extrema importancia que o farmacéutico preste a melhor indicacao
terapéutica possivel e incentive o uso correto e racional da medicacado, fazendo determinadas
perguntas ao utente, para perceber se este esta familiarizado com o medicamento e
escrevendo-lhe nas embalagens, as indicacdes necessarias, para que a informacdo nao seja

apenas oral.

O farmacéutico deve ter sempre em conta ndo s6 o conhecimento técnico e cientifico mas
também a moral necessaria para uma boa pratica farmacéutica. De acordo com o Artigo 10°,

13

do Codigo Deontoldgico da Ordem dos Farmacéuticos, a primeira e principal
responsabilidade do farmacéutico é para com a salde e o bem-estar do doente e do cidadao
em geral, devendo p6r o bem dos individuos a frente dos seus interesses pessoais ou
comerciais e promover o direito de acesso a um tratamento com qualidade, eficacia e

seguranca”. ")

A forma como se direciona o atendimento ao utente, vai influenciar a sua adesao a
terapéutica. Tendo em conta as boas praticas de farmacia, é da responsabilidade do
farmacéutico a dispensa de medicamentos e outros produtos e cuidados de salde, o
fornecimento de informacao adequada, o aconselhamento do utente, a monitorizacao do

resultado terapéutico e o sigilo profissional.®
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E fundamental gue durante o atendimento, o farmacéutico tenha atencdo as caracteristicas
de cada utente, utilizando uma linguagem clara, de forma a garantir que, toda a informacao
€ percebida corretamente e reforcado com informacdo escrita. Deve durante o ato da
dispensa, assegurar que o utente esta totalmente esclarecido, registando as informacoes
pertinentes na embalagem, sendo que o aconselhamento farmacéutico é especialmente
importante em grupos de risco. De acordo com o Artigo 36°, do Codigo Deontoldgico da Ordem
dos Farmacéuticos, “nas relacoes com os utentes, o farmacéutico deve observar a mais
rigorosa correcao, cumprindo escrupulosamente o seu dever profissional e tendo sempre

presente que se encontra ao servico da salide publica e dos doentes”. 7
5.1 Farmacovigilancia

Segundo as boas praticas da farmacia, a farmacovigilancia é a “atividade de salde publica
que tem por objetivo a identificacdao, quantificacdo, avaliacdo e prevencdo de riscos
associados ao uso dos medicamentos em comercializacdo, permitindo o seguimento dos

possiveis efeitos adversos dos medicamentos” ©

Os organismos que fazem parte deste sistema sdo: o servico responsavel pelo sistema de
farmacovigilancia do INFARMED; unidades de farmacovigilancia, profissionais de salde e os
titulares de AIM (Autorizacdo de Introducdo no Mercado). Ao sistema compete,
nomeadamente: recolher, avaliar e divulgar toda a informacado util sobre as suspeitas de
reacoes adversas dos medicamentos; identificar, o mais precocemente possivel, as reacoes
adversas que ocorram em consequéncia da utilizacdo dos medicamentos; examinar e analisar,
mediante o processamento da informacdo e dos dados recolhidos, a possivel existéncia de
uma relacdo de causalidade entre a utilizacdo de medicamentos e a ocorréncia de reacoes
adversas; estabelecer os métodos mais adequados de obtencdo de dados sobre as reacoes
adversas; avaliar sistematicamente o perfil de seguranca dos medicamentos comercializados;
participar na elaboracdo de normas técnico-cientificas de utilizacdo de medicamentos e
desencadear acdes para reduzir os seus riscos; corrigir e analisar dados sobre o consumo de
medicamentos, tendo em vista a identificacao de situacées de utilizacao inadequada ou
abusiva, com possivel impacto na avaliacao dos respetivos riscos e beneficios. O sistema tem
ainda como funcao recolher, avaliar e divulgar a informacao sobre as suspeitas de reacoes
adversas que lhe sdo dadas a conhecer, nos termos previstos no regime juridico dos ensaios
clinicos realizados com medicamentos em seres humanos, bem como as relativas aos

medicamentos objeto de autorizacao de utilizacao especial ou excecional.

Os objetivos especificos da Farmacovigilancia sdao: melhorar os cuidados para o doente e a
seguranca em relacdo ao uso de medicamentos e todas as intervencbes médicas e
paramédicas; melhorar a saude puUblica; contribuir para a avaliacao dos beneficios, danos,

efetividade e risco dos medicamentos e incentivar o seu uso seguro, racional e mais eficaz
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(incluindo custo-eficacia) e promover a compreensdao, educacao e treino clinico na

farmacovigilancia e a comunicacdo efetiva para o publico. ®

0 farmacéutico tem o dever de notificar todas as suspeitas de reacdes adversas ao
medicamento (RAMs). A notificacao é simples, sendo realizada através do preenchimento de
um boletim de notificacdo, que depois é enviado ao Departamento de farmacovigilancia do

INFARMED, onde os dados sao processados. ©

No decorrer do estagio, uma utente notificou o aparecimento de uma pilha dentro do blister
de comprimidos efervescentes de Fluimucil® e um outro utente reportou um “sabor a
plastico” do xarope Laevolac® 500mL. Notifiquei estas duas situacbes ao Nucleo de

Farmacovigilancia por email, estando estes representados no Anexo 1.
5.2 VALORMED

A VALORMED, Sociedade Gestora de Residuos de Embalagens e Medicamentos, LDA, criada em
1999, é uma sociedade sem fins lucrativos que tem a responsabilidade de gerir os residuos de
embalagens vazias, medicamentos fora de uso e fora de validade. A VALORMED procura
informar a populagao em geral sobre o percurso que é dado aos residuos farmacéuticos, desde
o0 momento da sua entrega na farmacia até ao destino final, inceneracao com aproveitamento
energético. Para além da inceneracao também reutiliza alguns materiais, nomeadamente

frascos que conseguem ser descontaminados.

Neste ambito, o farmacéutico tem de ser proactivo, ao incentivar os seus utentes para
trazerem a farmacia, medicamentos fora de prazo e/ou fora de uso, assim como embalagens
e blisters vazios. Este material é recolhido em caixas especificas para o efeito e, quando
estas estdo cheias, sdo fechadas e pesadas. Para finalizar este processo, é preenchido o
boletim que acompanha a caixa com o peso, o nome da farmacia e o seu codigo ANF. Estas
caixas sao depois recolhidas pelos armazenistas, ficando arquivada na farmacia, uma copia da
ficha do contentor, devidamente rubricada pelo operador e pelo transportador. E de salientar
que, a Farmacia Vitoria Fundanense foi distinguida com um prémio, por ter sido a farmacia da

zona que mais contribuiu para esta acao de sensibilizacao e recolha de medicamentos.

Durante o meu estagio curricular, foi-me proposto pela Dr.? Alcina Leal ser orador numa
palestra sobre a importancia do VALORMED, juntamente com outros colaboradores da
farmacia. Essa palestra foi destinada a quatro turmas de alunos do 1° e 2° anos da Escola
Primaria Santa Teresinha, no Fundao. Foi uma experiéncia bastante enriquecedora, tanto
para mim, como para aquelas criancas, pois ficaram a saber que a reciclagem também se
aplica aos medicamentos, algo que eles desconheciam. Como incentivo, propusemos-lhes a

realizacao de desenhos, alusivos ao tema, os quais foram colocados posteriormente, na
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montra da farmacia. Esta informacdo pode ser comprovada com o diploma apresentado no
Anexo 2.

6.Dispensa de medicamentos

A dispensa de medicamentos é o principal servico prestado pelo farmacéutico na farmacia
comunitaria. Este servico € um ato de grande responsabilidade, até porque normalmente o

farmacéutico é o ultimo profissional de salde a contactar com o utente.

No ato de dispensa, que pode ser através de receita médica ou por aconselhamento ou por
automedicacdo, o farmacéutico deve assegurar a maxima qualidade dos servicos que presta,
direcionando o utente para um uso racional, seguro e correto, tendo sempre em atencao a
relacdo beneficio/risco. Mais ainda, outro papel fundamental do farmacéutico é promover a

compliance, para que o medicamento seja eficaz na sua utilizacao.
6.1 Prescricao médica

Aquando da dispensa de medicamentos com receita médica, o farmacéutico, tal como me foi
ensinado na Farmacia Vitoria, deve ter em atencao se a receita esta conforme. A prescricao
informatizada aumenta a qualidade da mesma, facilitando a comunicacao entre o médico e o
farmacéutico, algo que constatei durante o meu estagio, visto que, ndo era capaz de
interpretar a maioria das receitas manuais. Este tipo de prescricdo aumenta também a

seguranca do circuito do medicamento e diminui o risco de erro na prescricao.

A prescricao de um medicamento inclui obrigatoriamente a respetiva denominacao comum
internacional do principio ativo, a forma farmacéutica, a dosagem, a dimensao da embalagem
e a posologia. Em cada receita médica s6 podem ser prescritas até quatro embalagens, sendo
que o limite de embalagens nao pode ultrapassar as duas, por medicamento, exceto nas
embalagens individuais onde é permitida a dispensa de quatro embalagens. Os medicamentos
classificados como psicotropicos, estupefacientes e os manipulados tém que ser prescritos em

separado, pois nao podem constar na receita onde estejam presentes outros medicamentos.
6.1.1 Validacao da receita médica

Quando o utente se apresenta na farmacia com uma receita médica, o farmacéutico deve ser
exigente na interpretacdo e avaliacdo da mesma. As receitas, tal como estd indicado na
Portaria n.° 137-A/2012 de 11 de maio, do Ministério da Saide devem respeitar os seguintes
requisitos: numero da receita; local de prescricao; identificacdo do médico prescritor; nome
e nimero do cartdao de utente ou de beneficiario de um subsistema de salde (no caso das

receitas informatizadas este nimero pode nao aparecer mas desde que tenha o nome, o
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sistema informatico ja assumiu o numero); entidade financeira responsavel; referéncia ao
regime especial de comparticipacdo de medicamentos, se aplicavel; denominacdo comum
internacional da substancia ativa; dosagem, forma farmacéutica, dimensao da embalagem,
nimero de embalagens; designacdo comercial do medicamento, se aplicavel; identificacao do
despacho que estabelece o regime especial de comparticipacdo de medicamentos, se

aplicavel; data de prescricdo e assinatura do prescritor. )

As receitas informatizadas tém prazo de 30 dias, a contar da data da sua emissao. No caso das
receitas renovaveis podem ter até trés vias, e neste caso o prazo de validade de cada via é de
seis meses, a partir da data de prescricdo, sendo visivel em cada receita a indicacdo de 1.4

via, 2.%via e 3.9 via.
6.1.2Avaliacao farmacoterapéutica da prescricao

Apds a avaliacdo inicial o farmacéutico devera sempre interpretar e fazer a avaliacao

farmacoterapéutica da prescricao com base na:

e Necessidade do medicamento;

e Adequacéo ao doente - contraindicacdes, interacoes, alergias, intolerancias;

e Adequacao da posologia - dose, frequéncia e duracdo do tratamento;

e Condicoes do doente/sistema para administrar o medicamento (aspetos legais,

sociais e economicos).
6.1.3 Processamento da receita

O processamento da receita é feito pelo SIFARMA 2000 selecionando o menu Atendimento e
posteriormente Com comparticipacdo. Depois do farmacéutico ter feito a validacdo da receita
e a avaliacao farmacoterapéutica da prescricdao, procede a recolha dos medicamentes onde
estes estao armazenados e de imediato, deve conferir a dosagem, o nimero de embalagens, o
prazo de validade e o cddigo da embalagem, para que este seja coincidente com o da receita,
0 que nem sempre é possivel devido a existéncia de genéricos. Posterior a recolha, o utente
deve ser informado em relacao a posologia, duracdo do tratamento, cuidados a ter com o
armazenamento da substancia, caso existam, precaucdées com a administracdo e possiveis
interacdes, caso seja a primeira vez que o utente va tomar a medicacdo em questdo, ou

apresente dividas em relacao a medicacao que toma.

O processamento da receita é feito através da leitura otica dos codigos de barras, onde se
procede a verificacdo dos precos e se existe alguma indicacdo em relacdo a possiveis
interacées medicamentosas. E aplicado o regime de comparticipacao indicado na receita,

selecionando o item Planos assim como portarias/despachos que possam existir na receita.
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Posteriormente procede-se a impressao do documento de faturacdo no verso da receita. Caso
haja complementaridade entre os subsistemas, é necessario uma fotocépia da receita
original, de forma a imprimir ambos os organismos, para que numa fase seguinte sejam
enviados para a conferéncia, o utente rubrica a receita, a qual é posteriormente rubricada
pelo farmacéutico juntamente com a data e carimbo da farmacia. Finalizando o atendimento

€ impressa uma fatura com o nome do utente que lhe é entregue mediante o pagamento.

Em relacao aos produtos e medicamentos prescritos pelo médico, mas sem comparticipacao o

processo é similar, sem que haja impressao no verso da receita.

O sistema informatico permite ainda realizar vendas a crédito, uma politica existente na
Farmacia Vitoria, com vista a que os seus utentes nao deixem de ter acesso a medicacao que

lhes é prescrita. Nestes casos € criada uma ficha cliente para posterior regularizacéo.

Quando no aviamento da receita a farmacia ndo tem em stock todos os medicamentos

prescritos é feita uma venda suspensa, que é regularizada aquando da chegada dos mesmos.
6.1.4 Conferéncia do receituario

Apods o atendimento é realizada a conferéncia do receituario, onde deve ser confirmada a
validade, se o nimero de utente/beneficiario esta presente, se foi autenticada pelo utente,
médico e farmacéutico, se os codigos dos produtos apresentados na receita coincidem com os
que foram dispensados ao utente, o niumero de embalagens, marca e se o organismo foi

processado corretamente.

Em relacdo as receitas manuais, estas so sdo validas se preencherem os seguintes requisitos:
vinheta identificativa do local de prescricao, se aplicavel; vinheta identificativa do médico
prescritor; identificacdo da especialidade médica, se aplicavel, e contacto telefénico do
prescritor; nome e nimero de utente e, sempre que aplicavel, de beneficiario de subsistema;
entidade financeira responsavel; denominacdo comum internacional da substdncia ativa;
dosagem, forma farmacéutica, dimensdo da embalagem, nimero de embalagens; designacao
comercial do medicamento, se aplicavel; identificacdo do despacho que estabelece o regime
especial de comparticipacdo de medicamentos, se aplicavel; data de prescricao e assinatura

do prescritor.®
6.1.5 Regimes de comparticipacao

Os regimes de comparticipacao de medicamentos aplicaveis no nosso pais sao varios, estando
os medicamentos dos utentes, que frequentam a farmacia, sujeitos a diferentes

comparticipacdes. O Sifarma 2000 possui a lista de regimes existentes em Portugal, onde cada
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entidade tem um coédigo informatico diferente, introduzido pelo farmacéutico durante o
processamento da receita. Perante uma receita, conseguimos concluir qual o regime a aplicar
consoante a informacdo inscrita na receita ou através do cartdao de utente ou cartdo de
beneficiario apresentado pelo utente. O sistema nacional de saide (SNS) é a entidade de
comparticipacdao mais comum e apresenta diferentes regimes de comparticipacao. Os
subsistemas que mais surgiam na Farmacia Vitéria eram do Sindicato dos bancarios sul e ilhas
(SAMS) e CTT, sendo neste casos necessario proceder a fotocopia da receita, com o cartado

respeitante ao subsistema, no verso da mesma.

6.1.6 Medicamentos sujeitos a legislacao especial: Psicotropicos e

Estupefacientes

Medicamentos psicotropicos e estupefacientes sdao uma classe de medicamentos que se
encontram associados ao sistema nervoso central, podendo provocar alteracées no
comportamento, na consciéncia, na percecao da realidade e no humor. Como tal, recebem

especial atencao por parte das autoridades competentes.

Apesar das suas propriedades benéficas, a ética relativa ao uso destes medicamentos é

bastante controversa, devido ao facto de poderem induzir dependéncia fisica e psiquica.

Em cada receita podem ser prescritos até 4 medicamentos distintos, ndo podendo o nimero
total de embalagens prescritas, em caso algum, ultrapassar o limite de duas por
medicamento, nem o total de 4 embalagens, tal como a prescricao efetuada para qualquer

outra receita.

Na Farmacia Vitdria, no decorrer da minha formacdo/aprendizagem, tive oportunidade de
realizar a venda de varios medicamentos que estao incluidos nesta classe, como por exemplo
Ritalina LA® 40mg (metilfenidato), Concerta® 18mg (metilfenidato), Abstral® 100 pg,
comprimido sublingual (fentanilo), entre outros. Constatei que sao medicamentos com uma
legislacao especial, onde no ato de dispensa o farmacéutico tem que recolher dados exigidos
automaticamente pelo sistema informatico como, o nome e morada do doente, nome do
médico prescritor, nimero da receita médica, nome, morada, idade, nimero e data de
validade do bilhete de identidade/cartao de cidadao do adquirente. No final do ato de
dispensa € emitido um taldo com os dados solicitados (documento de psicotropicos) e é feita
uma fotocopia da receita original a qual se anexa o referido taldo, para ser guardada na

farmacia durante trés anos. A receita original é utilizada para efeitos de comparticipacao.

No final de cada més, os fornecedores enviam a farmacia um resumo dos medicamentos que

foram encomendados durante esse més e esse documento é comparado com a lista de
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entradas de psicotropicos e estupefacientes, que € gerada automaticamente pelo Sifarma
2000.

Aquando desta verificacdo, também se imprime a lista de saidas da farmacia, deste tipo de
medicamentos e junta-se as copias das receitas, com os respetivos documentos de
psicotropicos anexados. Em marco e abril tive oportunidade de ser eu a analisar estes
documentos, com a ajuda da Dr.? Alcina Leal, para ver se nao haviam inconformidades e

como se procederia a verificacao.

Como este tipo de medicamentos esta sujeito a um maior controlo, a farmacia é obrigada a
enviar documentacao ao INFARMED, I.P. relativa ao circuito destes medicamentos, tal como

se vé na tabela 1.

Tabela 1 - Requisitos de envio obrigatorio ao INFARMED

benzodiazepinas)

janeiro do ano

janeiro do ano

Estupefacientes Registo de Registo de Mapa de Copia de
e Psicotropicos entradas saidas balanco receitas
Tabelas LILI- Trimestral Mensal Anual Mensal
B,II-C

Até 15 dias | Até ao dia 8 do | Até dia 31 de | SO receita

apos o termo | 2° més seguinte | janeiro do ano | manual

de cada seguinte

trimestre Até ao dia 8 do

més seguinte

Tabelas Il e IV Anual Nao se aplica Anual Nao se aplica
(incluem as

Até dia 31 de Até dia 31 de

seguinte seguinte

E necessario manter o arquivo de todos estes documentos durante 3 anos.
6.1.7 Medicamentos genéricos

Segundo o Estatuto do Medicamento, medicamento genérico define-se como: “medicamento
com a mesma composicao qualitativa e quantitativa em substancias ativas, a mesma forma
farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o medicamento de referéncia haja sido

demonstrada por estudos de biodisponibilidade apropriados”.

Os medicamentos genéricos ndo sao iguais ao medicamento de referéncia, podendo variar a
sua composicao no que diz respeito aos excipientes. Sao mais baratos, visto que desde que

demonstrada a bioequivaléncia, os medicamentos genéricos estao dispensados de ensaios pré-
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clinicos e clinicos. Sao conhecidos pela Denominacdo Comum Internacional (DCl), nome do

principio ativo do medicamento.

Segundo a Lei n.° 11/2012, de 8 de marco, no ato da dispensa, o farmacéutico, ou o seu
colaborador devidamente habilitado, deve informar o utente da existéncia de medicamentos
disponiveis na farmacia com a mesma substancia ativa, forma farmacéutica, apresentacao e
dosagem do medicamento prescrito, bem como sobre aqueles que sao comparticipados pelo
SNS e 0 que tem o preco mais baixo, disponivel no mercado. As farmacias devem ter sempre
disponiveis para venda, no minimo trés medicamentos genéricos, de entre os que
correspondem aos cinco precos mais baixos de cada grupo homogéneo, devendo dispensar o

de menor preco, salvo se for outra a opcao do doente. ")

Durante o meu estagio na Farmacia Vitdria, constatei que os medicamentos genéricos sao
cada vez mais vendidos. Devido a crise que se instaurou no pais, os utentes cada vez mais
perguntam se existe genérico, para tentarem poupar algum dinheiro, comecando assim a
afastar-se a ideia de que o genérico é apenas uma “imitacdo” e que nado tera o mesmo efeito

que o medicamento de marca.
6.2 Automedicacao

A automedicacao € a realizacdo de um tratamento medicamentoso por iniciativa propria do
doente. E o processo que conduz a que o doente se assuma e se responsabilize pela melhoria
da sua salde, através da toma de medicamentos ndo sujeitos a receita médica (MNSRM),
destinados a prevencao e ao alivio de queixas autolimitadas, sem recurso a consulta médica.

A automedicacdo é uma medida cada vez mais comum na sociedade atual.

O farmacéutico deve ter uma atitude proativa, orientando o utente para a utilizacdo ou nao
do medicamento solicitado pelo doente, verificando se é indicado para o problema do utente,
garantindo que a automedicacdo se realize sob uma indicacdo adequada e segundo o uso

racional do medicamento.

Constatei no meu estagio que a automedicacao é muitas vezes feita por indicacdo de alguém
conhecido do utente, ou porque numa situacao anterior, a medicacao requerida se mostrou
eficaz e como se trata de um medicamento em que ndo é necessaria a receita médica,

consideram este tipo de medicacao inofensiva.

E de notar a importancia dos grupos de maior risco que tém uma maior suscetibilidade para a
ocorréncia de problemas resultantes da medicacao. O profissional de salide deve ser capaz de
aconselhar o utente, da melhor forma, e desaconselhar a automedicacao nos casos que

entenda necessario, evitando deste modo o mascarar de sintomas de uma patologia mais
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grave, atrasando o diagnostico e o tratamento adequado. Para que haja uma maior orientacao
possivel em relacdo a automedicacdo, o farmacéutico deve fazer um seguimento
farmacoterapéutico do doente, de maneira a relacionar todo o historial clinico do utente, as
doencas que apresenta e a medicacao que faz, de modo a que nao hajam problemas com a

automedicacdo, que possam vir a ser nocivos para o utente.

E importante que seja referido ao médico a toma destes medicamentos, de forma a evitar
uma interacdo entre a terapéutica prescrita e ndo prescrita. E de extrema importancia que a
populacdo esteja devidamente informada, e aqui o farmacéutico também tem que ser
proativo, acerca da automedicacdo e dos problemas inerentes a sua toma, para que os

utentes ndo criam o habito de se automedicar.
6.3 Indicacao farmacéutica

Durante o meu estagio constatei que a farmacia é muitas vezes a primeira escolha para os

utentes resolverem os seus problemas de saude ligeiros.

O farmacéutico é solicitado a intervir ativamente na transmissdo de informacao sobre salde,
no aconselhamento e dispensa de medicamentos que nao necessitam de receita. Neste
contexto, a indicacdo farmacéutica € uma vertente fundamental do papel que o farmacéutico

desempenha na sociedade."?

A indicacado farmacéutica é entao definida como “o ato profissional pelo qual o farmacéutico
se responsabiliza pela selecdo de um medicamento nado sujeito a receita médica e/ou
indicacao de medidas nao farmacologicas, com o objetivo de aliviar ou resolver um problema
de salde considerado como um transtorno menor ou sintoma menor, entendido como
problema de salde de carater nao grave, autolimitante, de curta duracdo, que ndo apresente
relacdo com manifestacoes clinicas de outros problemas de saide do doente”. Neste processo

o doente responsabiliza-se pela melhoria da sua satde.®
Os procedimentos da indicacao farmacéutica séo:®
a. Entrevista ao doente

O farmacéutico deve estabelecer uma adequada comunicacdo com o doente, para que possa

recolher informacao sobre:
. Sintomas ou motivo da consulta ao farmacéutico;

. Duracao do problema de salde;
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. Existéncia de outros sinais ou sintomas associados ao problema de saide que motivou

a consulta do doente ao farmacéutico;

. Outros problemas de saide manifestados pelo doente;

. Medicamentos que o doente toma.

b. Intervencao farmacéutica

Apos identificar corretamente o motivo da consulta e de obter toda a informacao relevante

sobre o doente, o farmacéutico podera:

. Indicar uma opgao terapéutica para tratar ou aliviar o sintoma menor;
o Oferecer ao doente outros servicos de cuidados farmacéuticos;
. Encaminhar o doente ao médico ou a outro profissional de salde.

c. Selecao da terapéutica

No caso em que se aplique, o farmacéutico pode aconselhar medicamentos nao sujeitos a
receita médica (MNSRM) e/ou indicacdo de medidas ndo farmacologicas, proporcionando ao

doente toda a informacao necessaria.

Na indicacdo de um MNSRM, o farmacéutico devera ter em conta a selecao do principio ativo,
dose, frequéncia de administracdo, duracdo do tratamento e forma farmacéutica. Esta
selecao dependera da situacao fisioldgica do doente, alergias medicamentosas, problemas de

saude ja diagnosticados e medicamentos que o utente esteja a tomar.

A selecao de um medicamento requer que o farmacéutico possua formacao atualizada sobre
indicacao farmacéutica nos transtornos menores. A selecdo do tratamento deve reger-se pelo
recurso a normas de orientacdo farmacéutica, a protocolos de indicacao, guias clinicos e guias

farmacoterapéuticos, tendo em conta a qualidade, eficacia e seguranca dos medicamentos.

A garantia da seguranca e da efetividade na utilizacdo dos medicamentos sao condicdes que
ao farmacéutico cabe garantir e promover durante a dispensa de medicamentos em geral, e
de MNSRM em particular.

O farmacéutico pode optar pela indicacdo de medidas ndo farmacoldgicas que por si so, ou
acompanhadas de um tratamento farmacologico, sao fundamentais para obter melhoria na

maioria dos transtornos menores. Aconselhar a mudanca ou o reforco de habitos higiénico-
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dietéticos e proporcionar informacao adequada permitem ao doente melhorar o seu

autocuidado. @
d. Encaminhamento ao médico

Nas situacdes em que o farmacéutico considere nado se tratarem de transtornos menores e

suspeite da necessidade de diagnostico médico, devera encaminhar o doente ao médico.?

Esta atividade permite que o farmacéutico colabore com o médico potenciando a
comunicagao com outros profissionais de saide. Neste sentido, o farmacéutico deve elaborar
um relatorio de encaminhamento médico. O objetivo deste relatorio é facultar ao médico
informacdo que o farmacéutico possui sobre o doente e o motivo pelo qual solicita a sua
avaliacdo. O farmacéutico deve guardar uma copia do relatério para que fique registada a

intervencao farmacéutica.®
e. Avaliacao dos resultados clinicos

0 processo de indicacdo farmacéutica deve ser registado e documentado. Deve ser solicitado
o retorno do doente a farmacia ou aproveitar uma outra visita do doente para o questionar
sobre o problema de satde anterior. E importante para o farmacéutico conhecer o resultado

alcancado pelo servico de indicacéo realizado.®

A avaliacdo deste servico e o conhecimento dos resultados da intervencdo farmacéutica

favorecem o processo de melhoria da indicacao farmacéutica.
6.4 Medicamentos Manipulados

Embora a indlstria farmacéutica consiga responder a quase todas as necessidades da
populacdo, ainda surgem nas farmacias receitas de medicamentos manipulados. A preparacao
dos mesmos € da responsabilidade do farmacéutico. Segundo a portaria n° 594/2004 de 2 de
Junho, medicamento manipulado define-se como “qualquer formula magistral ou preparado
oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”. ¥

Define-se formula magistral como “o medicamento preparado em farmacia de oficina ou nos
servicos farmacéuticos hospitalares segundo receita médica que especifica o doente a quem o
medicamento se destina”. Designa-se por preparado oficinal “qualquer medicamento
preparado segundo as indicacdes compendiais, de uma farmacopeia ou de um formulario, em
farmacia de oficina ou nos servicos farmacéuticos hospitalares, destinado a ser dispensado

diretamente aos doentes assistidos por essa farmacia ou servico”. ¥
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Existe legislacao propria para que sejam cumpridos todos os requisitos de boas praticas de

manipulacao e seja feita com a maior seguranca e qualidade:

. Decreto-Lei n° 95/2004, de 22 de Abril, regula a prescricaio e a preparacao de

medicamentos manipulados;

o Decreto-Lei n° 90/2004, de 20 de Abril, altera o Decreto-Lei n° 72/91, de 8 de
Fevereiro, que regula a autorizacao de introducao no mercado, o fabrico, a comercializacao e
a comparticipacao de medicamentos de uso humano, e o Decreto-Lei n° 118/92, de 25 de

Junho, que estabelece o regime de comparticipacao no preco dos medicamentos;

. Portaria n° 594/2004, de 2 de Junho, aprova as boas praticas a observar na

preparacao de medicamentos manipulados em farmacia de oficina e hospitalar;

. Portaria n° 769/2004, de 1 de Julho, estabelece que o calculo do preco de venda ao
publico dos medicamentos manipulados por parte das farmacias é efetuado com base no valor
dos honorarios da preparacao, no valor das matérias-primas e no valor dos materiais de

embalagem;

. Deliberacao n.° 1500/2004, de 7 de Dezembro, aprova a lista de equipamento minimo
de existéncia obrigatoria para as operacdes de preparacdo, acondicionamento e controlo de

medicamentos manipulados;

. Despacho n° 4572/2005, de 14 de Fevereiro, mantém a comparticipacdao em 50% dos
preparados oficinais incluidos na Farmacopeia Portuguesa ou no Formulario Galénico Nacional
e as formulas magistrais que constam da lista de medicamentos manipulados

comparticipaveis.

A preparacdo de medicamentos manipulados deve seguir as Boas Praticas Farmacéuticas ' e
as Boas Praticas de Preparacdo de Medicamentos Manipulados * que exigem o cumprimento

de determinadas normas:
a. Pessoal

A preparacdo de manipulados s6 pode ser feita pelo farmacéutico diretor técnico ou sob a sua
supervisao, assim como este tem a responsabilidade sobre todas as preparacdes de

medicamentos que se realizem na farmacia. ¥

25



b. Instalacdes e Equipamentos

“As farmacias devem ter instalacoes adequadas e material necessario para a preparacao de
medicamentos manipulados, tendo em conta as formas farmacéuticas, a natureza dos

produtos e a dimens&o dos lotes preparados”.
c. Documentacao e registo dos medicamentos manipulados

A farmacia deve possuir documentacao de suporte, (ficha de preparacao de manipulados),

para registar os dados de cada medicamento preparado: '
. Denominacao do medicamento manipulado;
. Nome e morada do doente, no caso de se tratar de uma formula magistral ou de uma

preparacao efetuada e dispensada por iniciativa do farmacéutico para um determinado

doente;
. Nome do prescritor (caso exista);
. Numero de lote atribuido ao medicamento preparado, que permite a sua

rastreabilidade;

. Composicao do medicamento, indicando as matérias-primas e as respetivas

quantidades usadas, bem como os nimeros de lote;

. Descricao do modo de preparacao;

. Registo dos resultados dos controlos efetuados;
. Prazo de utilizacao;

. Condicdes de conservacao;

. Calculo do preco de venda ao publico;

Para o calculo do PVP do produto preparado que é feito de acordo com o legislado na portaria
n.° 769/2004, de 1 de julho, ele integra o valor dos honorarios da preparacao, o valor das
matérias-primas e o valor dos materiais de embalagem. O calculo do valor dos honorarios da
preparacao tem por base um fator (F), que é atualizado anualmente e cujo valor atual é de
4,88€, de acordo com a circular normativa n.° 1285-2014. Este fator é multiplicado a outro
fator cujo valor varia consoante a forma farmacéutica preparada. Os valores referentes as
matérias-primas sao determinados pelo custo de aquisicao sem IVA multiplicado por um dos
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fatores, consoante a maior das unidades em que forem utilizadas ou dispensadas. Os calculos
do valor dos materiais de embalagem sao determinados pelo valor da sua aquisicao
multiplicado pelo fator 1,2. Feitos estes calculos, o PVP é determinado de acordo com: (Valor
dos honorarios + Valor das matérias-primas + Valor dos materiais de embalagem) x 1,3,
acrescido o valor do IVA, a taxa em vigor.

. Rubrica e data de quem preparou e de quem supervisionou a preparacao do

medicamento manipulado.

As matérias-primas utilizadas também tém de estar corretamente documentadas. Segundo a
portaria n° 594/2004, de 2 de Junho, matéria-prima define-se como “toda a substancia ativa
ou ndo, que se emprega na preparacao de um medicamento, quer permaneca inalteravel quer
se modifique ou desapareca no decurso do processo”. ¥

As matérias-primas a usar na preparacdao de medicamentos manipulados possuem boletim
analitico que comprova que as mesmas cumprem com os requisitos da farmacopeia onde se
encontram descritas. ® As embalagens originais, bem como aquelas para as quais a matéria-
prima for transferida, devem conter um rétulo que especifique: identificacdo da matéria-
prima, identificacdo do fornecedor, nimero do lote, condicdes de conservacao, precaucdes

de manuseamento e prazo de validade. ¥

Cada matéria-prima utilizada na preparacdao de medicamentos manipulados tem uma ficha
onde esta perfeitamente identificada e onde se registam os seus movimentos para os
manipulados. A esta ficha é anexado o boletim analitico que comprova que a mesma cumpre
com os requisitos da farmacopeia onde se encontra descrita. A ficha de dados de seguranca

da matéria-prima também é arquivada. ®
d. Preparacao do medicamento

A preparacdo de manipulados deve basear-se na prescricdo, nos formularios galénicos, na
farmacopeia e noutras fontes bibliograficas adequadas. Tem de seguir procedimentos de
manipulacdo normalizados e que respeitem as Boas Praticas de Preparacao de Medicamentos
Manipulados e o0 método de preparacio deve ser corretamente documentado. ¢ ¥

Deve ser definido o prazo de validade do medicamento que vai depender dos constituintes da

formulacao, assim sendo, de acordo com o Formulario Galénico Portugués:

. Preparacdes liquidas nao aquosas e preparacdes solidas - se a substancia ativa € um
produto industrializado deve definir-se como prazo de validade 25% do tempo que é

recomendado na cartonagem. O prazo de validade nao deve ser superior a 6 meses;
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. Preparacoes liquidas com agua (preparadas com substancias ativas no estado solido) -
o produto deve ser conservado no frigorifico e o prazo de validade nao devera ser superior a
14 dias;

. Restantes preparacoes (preparacoes semi-solidas) - o prazo de validade deve

corresponder a duracao do tratamento mas nunca superior a 30 dias.
e. Controlo de qualidade

Para se garantir a qualidade dos medicamentos preparados na farmacia é necessario:

. Estabelecer procedimentos gerais e especificos;

. Registar dados referentes a preparacao e ao controlo;

. Reconstituir o historico de cada preparacao;

. Proceder a todas as verificagbes necessarias para garantir a boa qualidade final do

medicamento manipulado;

. O produto semiacabado deve satisfazer os requisitos estabelecidos na monografia

genérica da farmacopeia portuguesa para a respetiva forma farmacéutica;

. Efetuar uma verificacao final da massa ou volume de medicamento a dispensar, o qual

deve corresponder ao prescrito;

. Os resultados destas verificacoes devem ser registados na respectiva ficha de

preparacao do medicamento manipulado.

f. Rotulagem

No rétulo do medicamento preparado na farmacia devem constar os seguintes elementos de

acordo com a legislacdo em vigor: ¥

. Nome do doente (no caso de se tratar de uma formula magistral);
. Formula do medicamento manipulado prescrita pelo médico;

. Numero do lote atribuido;

. Prazo de utilizacao;
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. Condicdes de conservacao;

. Instrucoes especiais, eventualmente indispensaveis para a utilizacdo do medicamento

(e.g. ‘uso externo’);

o Via de administracao;

o Posologia;

Identificacao da farmacia;
. Identificacdo do farmacéutico diretor técnico.

As preparacoes mais realizadas em farmacia comunitaria sao as formulas magistrais. O médico
pode prescrever e descrever a preparacao ou utilizar a expressao F.S.A. (faca-se segundo a

arte), onde deixa essa funcado para o farmacéutico.

Cada prescricao de medicamentos manipulados deve ser interpretada profissionalmente pelo
farmacéutico com base em aspetos farmacoterapéuticos e técnicos, dando especial
importancia a forma farmacéutica, componentes nao tolerados e incompatibilidades entre

componentes.

Durante o meu periodo de estagio tive a oportunidade de preparar uma pomada de acido
salicilico a 2% com o auxilio do aparelho de marca Unguator®, maquina esta que nao tinha

tido oportunidade de contactar, durante o meu percurso académico.
7.Aconselhamento e dispensa

Para além dos medicamentos de uso humano, a farmacia dispensa outros produtos de salde,
como cosméticos e de higiene corporal, produtos dietéticos, fitoterapéuticos, homeopaticos,

dispositivos médicos e produtos de uso veterinario.
7.1 Produtos de dermofarmacia, cosmética e higiene

Segundo o DL n.° 113/2010 de 21 de outubro, produto cosmético é “qualquer substancia ou
mistura destinada a ser posta em contacto com as diversas partes superficiais do corpo
humano, designadamente epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e drgaos genitais
externos, ou com os dentes e as mucosas bucais, com a finalidade de, exclusiva ou
principalmente, os limpar, perfumar, modificar o seu aspeto, proteger, manter em bom

estado ou de corrigir os odores corporais”. ('
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Estes produtos nao necessitam de uma autorizacao administrativa prévia a comercializacdo. O
fabrico, controlo, seguranca e cumprimento da legislacao em vigor sao da exclusiva
responsabilidade do fabricante, do importador ou do responsavel pela introducdo dos
produtos no mercado. A Autoridade Competente, o INFARMED, compete verificar o
cumprimento da legislacdo, nomeadamente através da vigilancia do mercado. As exigéncias
legais justificam-se pela necessidade de protecdo da salde publica, sendo de destacar a
proibicdo de substancias cancerigenas, mutagénicas ou toxicas para a reproducao, e ainda a
enumeracao, em lista, de corantes, agentes conservantes e filtros para radiacoes
ultravioletas permitidos. A informagao ao consumidor, nomeadamente acerca da durabilidade
minima dos produtos, é outro ponto a destacar. "

A Farmacia Vitoria possui varias marcas de dermocosmética dispostas na area de atendimento
ao publico (Avéne®, La-Roche Posay®, A-Derma®, Uriage®, Vichy®, entre outras). Estas sdo
marcas bastantes completas e desdobram-se em varias linhas de produtos, em funcao do tipo
de pele, da faixa etaria, de problemas de pele especificos, sendo um permanente desafio,

para o estagiario, conhecé-las e contextualiza-las.

Este tipo de produtos tém cada vez mais procura e o farmacéutico deve estar atualizado,
para prestar qualquer esclarecimento acerca dos mesmos. Devera ter uma atitude critica e
consciente no seu aconselhamento, sabendo adequar caso a caso, a escolha entre os diversos
produtos existentes, de maneira a que possa satisfazer as necessidades dos utentes visando
prioritariamente, a sua salde. No meu estagio tive ainda a oportunidade de assistir a uma
formacdo da marca “Uriage”, que se tornou bastante Util, ndo sé por ficar a conhecer a sua
gama de produtos, mas também pelos conceitos ensinados durante a formacdo, visto que,
este € um tema muito abrangente e que ndo é muito abordado durante os cinco anos de

Ccurso.
7.2 Produtos dietéticos para alimentacao especial

Segundo o DL n.° 74/2010, de 21 de Junho, classifica produtos para alimentacao especial
como “géneros alimenticios destinados a uma alimentacdo especial que, devido a sua
composicao especial ou a processos especiais de fabrico, se distinguem claramente dos
alimentos de consumo corrente, sao adequados ao objetivo nutricional pretendido e
comercializados com a indicacdo de que correspondem a esse objetivo”. ('®

Os suplementos alimentares podem apresentar um leque muito variado de substancias
nutrientes e outros ingredientes, designadamente vitaminas, minerais, aminoacidos, acidos
gordos essenciais, fibras, plantas e extratos de ervas. E considerada alimentacao especial a
que corresponde as necessidades nutricionais das seguintes categorias de pessoas: aquelas
cujo processo de assimilacao ou cujo metabolismo se encontra perturbado (exemplo,
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alimentos usados na perturbacdo do metabolismo dos glicidos do diabético); as que se
encontram em condicoes fisiologicas especiais e que, por esse facto, podem retirar beneficios
particulares, da ingestdo controlada de certas substancias contidas nos alimentos (por
exemplo, alimentos hipocaloricos para controlo do peso) e os lactentes ou criancas de 1 a 3
anos de idade em bom estado de salde. Esta Ultima categoria, € aquela, para a qual a
Farmacia tem maior expressao de produtos. Os leites e as formulas infantis dividem-se em
duas categorias: leite para lactentes e leite de transicao, havendo ainda um terceiro grupo
destinado a fins medicinais especificos. O leque de leites e formulas infantis & bastante amplo

e diversificado, sendo a escolha do leite feita, geralmente, em articulacdo com o pediatra.
7.3 Fitoterapia e suplementos nutricionais (nutracéuticos)

Segundo o DL n.° 176/2006, de 30 de agosto, um produto fitoterapéutico ou medicamento a
base de plantas é “qualquer medicamento que tenha exclusivamente como substancias ativas,
uma ou mais substancias derivadas de plantas, uma ou mais preparacoes a base de plantas ou
uma ou mais substancias derivadas de plantas, em associacdo com uma ou mais preparacdes a

base de plantas”. ©

Os produtos fitoterapéuticos assumem a forma essencialmente de suplementos alimentares,
havendo produtos que podem ser utilizados com fins profilaticos ou de tratamento. Estes
produtos podem ter indicacdo em diferentes areas: constipacoes, dores de garganta, afonia e
rouquiddo (por exemplo: Euphon®); obstipacdo pontual/aguda (por exemplo, laxantes a base
de Sene), e obstipacao persistente (laxantes a base de fibras e mucilaginosos; insonias, stress
e ansiedade ligeira (por exemplo, formulacées com extrato de raiz de Valeriana e/ou
contendo Passiflora); fadiga intelectual (destaque para o Ginseng, referenciado como um
energizante, mas também na reducdo do stress e melhoria do humor); cognicdo e memoria
(caso das formulacdes com extrato de Ginkgo biloba); climatério da menopausa (por exemplo,
formulacoes com isoflavonas da soja); emagrecimento (por exemplo, cha verde ao qual se

atribui uma acéo lipolitica), entre outras situacoes.

Para alguns destes produtos é possivel um uso tradicional bem estabelecido e/ou estudos
clinicos que evidenciam a sua eficacia, pelo que o profissional de salde nado deve
desconsiderar o seu uso; para outros o uso ainda gera alguma controvérsia. Mas a grande
questdo prende-se com o facto de que os produtos fitoterapéuticos podem ter efeitos
secundarios, contraindicacdes ou interacoes com farmacos, e as pessoas associam produtos
naturais a inocuidade, pelo que o farmacéutico assume um papel importante na promocéo do
uso racional destes farmacos. Igualmente, o farmacéutico também pode dar conselhos (teis
em termos da utilizacdo destes produtos, por exemplo, o cha verde, a cafeina, podem

provocar insénias, pelo que a pessoa nao os deverao tomar a noite.
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7.4 Produtos farmacéuticos homeopaticos

Segundo o Decreto-Lei n° 176/2006, de 30 de agosto, medicamento homeopatico é designado
como “medicamento obtido a partir de substancias denominadas stocks ou matérias-primas
homeopaticas, de acordo com um processo de fabrico descrito na farmacopeia europeia ou,
na sua falta, em farmacopeia utilizada de modo oficial hum Estado membro, e que pode

conter varios principios”. ©

Durante o meu estagio curricular, na referida Farmacia, verifiquei que os produtos
homeopaticos ndo tém grande procura. Apenas tive oportunidade de realizar a venda de um

medicamento homeopatico Oscillococcinum® que € utilizado na constipacao.

7.5 Medicamentos de uso veterinario

s

Segundo o DL n.° 314/2009 de 28 de outubro, medicamento veterinario € “toda a substancia,
ou associacdo de substancias apresentada, como possuindo propriedades curativas ou
preventivas de doenca em animais ou dos seus sintomas, ou que possa ser utilizada ou
administrada no animal com vista a estabelecer um diagndstico médico-veterinario ou,
exercendo uma acao farmacoldgica, imunologica ou metabolica, a restaurar, corrigir ou
modificar funces fisiologicas”. '

A maior parte destes medicamentos cedidos na Farmacia Vitoria destinam-se a animais de
companhia (principalmente caes e gatos) e animais de criacao (galinhas e coelhos, na sua
maioria). Os produtos mais solicitados pelos utentes sdo os antiparasitarios, internos e
externos, as pilulas anticoncecionais para animais de companhia e as vacinas para os coelhos.
Os antibioticos de uso veterinario, assim como os de uso humano necessitam de receita

médica para a sua dispensa.

Durante a cedéncia de medicamentos de uso veterinario, o farmacéutico deve informar o
utente acerca do modo de administracao e esclarecé-lo sobre todas as dlvidas que surjam e,
no caso de se destinarem a animais de criacdo, informar também acerca do intervalo de
seguranca que deve decorrer entre a administracao e o consumo dos produtos provenientes

destes animais.
7.6 Dispositivos médicos

Segundo o DL n.° 145/2009, de 17 de junho, dispositivo médico é “qualquer instrumento,
aparelho, equipamento, software, material ou artigo utilizado isoladamente ou em
combinacao, incluindo o software destinado pelo seu fabricante a ser utilizado

especificamente para fins de diagnostico ou terapéuticos e que seja necessario para o bom
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funcionamento do dispositivo médico, cujo principal efeito pretendido no corpo humano nao
seja alcancado por meios farmacologicos, imunologicos ou metabdlicos, embora a sua funcao
possa ser apoiada por esses meios, destinado pelo fabricante a ser utilizado em seres

humanos para fins de:

i) Diagndstico, prevencao, controlo, tratamento ou atenuacao de uma doenca;

ii) Diagnodstico, controlo, tratamento, atenuacdo ou compensacao de uma lesdao ou de uma

deficiéncia;

iii) Estudo, substituicdo ou alteracdo da anatomia ou de um processo fisiologico;

iv) Controlo da concecdo.” *

Existem diferentes categorias de dispositivos médicos, como sejam: dispositivo médico ativo
(quando o funcionamento depende de uma fonte de energia elétrica ou outra nao gerada
diretamente pelo corpo humano ou pela gravidade); dispositivo médico nao ativo (quando nao
satisfaz a anterior categoria) e dispositivos médicos para diagnostico in vitro (reagente,
calibrador, material de controlo, aparelho ou sistema utilizado isolado ou conjuntamente
destinado pelo fabricante a ser utilizado in vitro para a analise de amostras provenientes do
corpo humano). Os dispositivos sao ainda integrados em classes, tendo em conta a
vulnerabilidade do corpo humano. Esta classificacao assenta fundamentalmente em quatro
critérios: duracao do contacto com o corpo humano, invasibilidade do corpo humano, a
anatomia afetada pela utilizacdo e os potenciais riscos decorrentes da concecao técnica e do

fabrico. Assim temos:

e Dispositivos médicos de classe | - baixo risco (por exemplo, seringas sem agulhas,
meias de compressao, estetoscopios, sacos para ostomia, algodao hidrofilo);

¢ Dispositivos médicos de classe lla - baixo médio risco (por exemplo: compressas de
gaze, agulhas das seringas, cateteres urinarios);

¢ Dispositivos médicos de classe IIb - médio alto risco (por exemplo, canetas de
insulina, preservativos, solucoes variadas para lentes de contacto);

e Dispositivos médicos de classe Ill - alto risco (por exemplo, pensos com
medicamentos, preservativos com espermicida). *"

Na Farmacia Vitoria existe uma vasta gama de dispositivos médicos. Durante o meu estagio

uma das minhas tarefas foi conhecer as especificidades destes produtos, por forma a

aconselhar os utentes, da melhor maneira possivel.
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8. Outros cuidados de saude prestados na farmacia

Esta é a grande area de aposta das farmacias comunitarias hoje em dia, com o farmacéutico a
assumir um papel cada vez mais ativo e responsavel, na promocao da saide publica. No que
concerne a Farmacia Vitoria a avaliacdo do indice de glicémia, de colesterol total, de
triglicerideos, a avaliacdo da pressao arterial e a administracdo de vacinas fora do Plano

Nacional de Vacinacéo sao os servicos farmacéuticos mais frequentemente prestados.

Além destes servicos farmacéuticos, os utentes da Farmacia Vitoria tém acesso a consultas de
podologia realizadas por uma especialista que se desloca a farmacia de 15 em 15 dias,

aumentando assim o leque de servicos prestados pela farmacia aos seus utentes.
8.1 Medicéao da pressao arterial

A hipertensdo arterial é um reconhecido fator de risco de doenca cerebral e cardiovascular. E
uma patologia com um grande impacto social em Portugal, como causa de morbilidade e
mortalidade.”” Na Farmacia Vitoria, a determinacéo da tenséo arterial é feita através de um
esfingnomandémetro manual. Durante o meu estagio, tive a oportunidade de realizar esta
medicao, de forma regular. O utente é convidado a sentar-se e a repousar, confortavelmente
durante 5 minutos, antes da medicdo. Posteriormente é colocada a bracadeira no braco,
tendo-se o cuidado de verificar se a roupa do utente nao comprime em demasia o braco.
Durante a medicao, o utente deve estar repousado, comodo e nao deve falar nem mover-se.
Nas situacoes em que a tensao arterial registava um valor > 140/90 mmHg, fazia-se outro
registo intervalado de 5 minutos. Entretanto, conversamos com o utente a fim de se saber se
se trata ou ndo de um hipertenso, se faz ou ndo medicacao, se cumpre a medicacao, se tem
outras patologias associadas que saiba referir. Podemos ainda consultar o cartao de registos
do doente para averiguar se o valor esta em concordancia com os registados. A promocao de
um estilo de vida saudavel (diminuicdo da ingestdo de sal, controlo do peso, caminhar 30

minutos/dia) deve ser sempre um incentivo para o doente.
8.2 Medicao da glicemia capilar

A acéo essencial da intervencao farmacéutica, corresponde ao aconselhamento farmacéutico
no dominio da autovigilancia e identificacdo de diabéticos nao controlados e/ou pessoas

suspeitas de diabetes, com referenciacao a consulta médica, se necessario.

Na Farmacia Vitéria € possivel a determinacao da glicemia capilar. Normalmente a amostra

de sangue para esta determinacao é recolhida por picada na ponta do dedo. Este é
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previamente desinfetado (com uma compressa embebida em alcool a 70°). Se necessario

aquecer o dedo esfregando vigorosamente durante alguns segundos.

Para ajudar ao fluxo sanguineo, podemos ainda recomendar ao utente que coloque o braco
para baixo. A gota de sangue é aplicada de imediato na tira do teste, subindo por
capilaridade. Ao fim de poucos segundos, o aparelho apresenta o resultado. Todo o material
cortante (agulhas, seringas) deve ser colocado no contentor amarelo para inceneragcao e os
materiais nao cortantes, mas que estejam contaminados de sangue devem ser colocados num
contentor especifico. Estes dois tipos de contentores sao periodicamente trocados e
recolhidos por uma empresa de tratamento deste tipo de lixos. O farmacéutico deve ainda

proceder ao registo do valor e quando necessario, referenciar o utente ao médico.

Tabela 2 - Valores de referéncia para a glicémia (mg/dl) (23)

Normal Elevado
Pré-prandial 70 - 109 > 126
Po6s-prandial <140 > 140

8.3 Medicao do colesterol total e triglicéridos

A dislipidémia, tal como a hipertensao arterial e a Diabetes Mellitus, é outro fator MAJOR de
risco cardiovascular. Os elevados niveis de colesterol LDL estdo associados a formacao de
placas de ateroma nas paredes das artérias. A dislipidémia podera ser simples,
hipercolesterolémia associada a elevacito do LDL; ou mista, quando existe

hipertrigliceridémia associada. %

Na Farmacia Vitoria é possivel a determinacdo do colesterol total e dos triglicerideos. A
medicao do colesterol total pode ser realizada a qualquer hora do dia, dado que a ingestao de
alimentos tem apenas uma ligeira influéncia nos valores; ja os niveis de triglicerideos sao
largamente influenciados pela ingestao de alimentos, variando ao longo do dia, sendo
necessario o utente estar em jejum de doze horas. Para estes testes, é necessaria uma
quantidade consideravel de sangue, para que a camara existente na tira fique bem
preenchida, o que pode ser observado no verso da mesma. O tempo em que esperamos pelos
resultados, podemos ir conversando com o utente, acerca do seu estilo de vida, das suas
patologias, da sua medicacao e quando se justifique, dar ao utente os conselhos que achemos

necessarios.

Atualmente, na medicdo do colesterol total, os valores de referéncia desejaveis sao <190

mg/dl, e os valores de referéncia para os triglicéridos sdo <150 mg/dl. *%
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9.Contabilidade e Gestao

9.1 Gestao e formacao dos recursos humanos

Uma correta gestdao de recursos humanos permite aos colaboradores da farmacia saberem
quais sao as suas funcdes e que cargos tém de assumir, na falta de algum colega de trabalho.
Esta gestdo € da responsabilidade do diretor técnico, e quando bem feita, permite que a
farmacia funcione nas melhores condicdes, conseguindo em simultaneo, prestar um bom

atendimento aos utentes.

Devido as constantes alteracdes de produtos no mercado farmacéutico bem como ao avanco
nos conhecimentos de salde, a formacdo continua € algo essencial para o bom desempenho
das funcdes que nos sao confiadas, enquanto profissionais de saide e do medicamento.
Durante o meu periodo de estagio tive oportunidade de realizar uma apresentacdo aos
colaboradores da farmacia sobre os “Efeitos do sol e a protecdo solar” e assisti a uma
formacdo sobre “Dor e Febre” da Bene®, com duracdo de 2 horas; assisti ainda a outra
formacdo da Arkocapsulas®, onde apresentaram toda a sua gama de produtos, com uma
duracdo de 3 horas e realizei um curso de aconselhamento da Uriage®, com a duracéo de 8

horas. Informacao que pode ser comprovada pela caderneta do aluno.

Neste ambito, tenho de agradecer a Dr.? Alcina Leal, que sempre me proporcionou a
oportunidade de participar, em todas as formacoes que eram sugeridas para os colaboradores

da farmacia.
9.2 Receituario e faturacao

Apds o processo acima descrito, as receitas sdo separadas por organismos (codigos de
faturacao que identificam as modalidades de comparticipacao) e dentro de cada organismo
sdo separadas por lotes. Cada lote é constituido por 30 receitas do mesmo tipo, numeradas,
com excecdo do ultimo lote desse tipo, constituido pelas receitas remanescentes. Esta
numeracao surge porque, de cada vez que sao dispensados MSRM comparticipados, o sistema
informatico atribui a cada receita um lote e um n° sequencial dentro desse lote (impressos no

documento de faturacao) de acordo com o organismo em que a receita é processada.
No ultimo dia do més é feito o fecho do receituario informaticamente.

O Decreto-Lei n° 242-B/2006, de 29 de dezembro, estabelece a forma de pagamento as
farmacias, da comparticipacdo do Estado no PVP dos medicamentos dispensados a
beneficiarios do SNS, que nao estejam abrangidos por nenhum subsistema, sem prejuizo dos

regimes de complementaridade. Com este diploma, permite-se aos utentes do SNS acederem
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aos medicamentos pagando apenas o encargo que lhes compete no respetivo preco,

assumindo as farmacias, no ato da dispensa, o valor da comparticipacao do Estado.

Os documentos, consagrados na Portaria n° 3-B/2007, de 2 de Janeiro, para organizar a

remessa das receitas a entregar nos diferentes organismos até ao dia 10 do més seguinte sao:

o Verbete de Identificacdo do Lote
o Relacdo Resumo dos Lotes

o Fatura Mensal de Medicamentos
Estes documentos sao produzidos informaticamente.

As receitas médicas sdo entregues e organizadas em lotes. Cada lote é identificado através do
Verbete de ldentificacdo do Lote, carimbado pela farmacia, e onde estdo registados os

seguintes elementos:

a) Nome e codigo da farmacia - n° fornecido pela ANF;
b) Més e ano da respetiva fatura;

c) Codigo - tipo e n° sequencial do lote;

d) Organismo - nome e sigla

e) Quantidade de receitas e Quantidade de etiquetas;

f) Importancia total do lote: a correspondente ao PVP, a parte paga pelos utentes, e aquela a

pagar pelo Estado ou outros subsistemas de salde.
De referir que o verbete é anexado ao respetivo lote com um elastico.

Durante o meu estagio tive oportunidade de acompanhar todo este processo, em especial no

final dos meses de marco e abril.
9.3 Aspetos fiscais relativos ao IRS, IVA, IRC

O IRS é o Imposto de Rendimento de pessoas Singulares, onde no final de cada ano, cada
singular (ou agregado familiar) concilia as suas contribuicdes ao Estado com as despesas
efetuadas nesse ano. As despesas sao de varias ordens, sendo que, no caso da farmacia
limitam-se as despesas de salde. As despesas com produtos com IVA de 6%, sdao diretamente
dedutiveis em IRS, no entanto as sujeitas a IVA de 23%, apenas sao aceites caso exista

apresentacao de uma justificacao: a receita médica, por exemplo.
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O IVA, que se refere ao Imposto de Valor Acrescentado, incide sobre aquisicoes, transacoes de
bens ou servicos mas também sobre prestacdo de servicos. Assim, a farmacia, como qualquer
contribuinte, tem de pagar ou ser reembolsada quanto ao montante relativo ao IVA apurado,
o qual é o resultado entre o IVA liquidado e o IVA dedutivel. Os produtos disponiveis na
farmacia tém taxas de IVA de 6% (por exemplo os medicamentos) e 23% (os produtos de

dermofarmacia).

O IRC, imposto de rendimento de pessoas coletivas, incide sobre o lucro gerado nas

sociedades residentes em Portugal e que exercam a sua atividade em territorio nacional.
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10.Conclusao

O estagio realizado na Farmacia Vitéria Fundanense permitiu transpor os conhecimentos
tedricos, adquiridos durante o meu percurso académico, para a pratica diaria de um
farmacéutico, em farmacia comunitaria. Senti que, apesar de algumas lacunas na area de
dermacosmética, suplementacdo e colirios, a formacdo dada pelos professores da
Universidade da Beira Interior, permite uma adequada preparacao dos alunos, para o mercado
de trabalho. O método de ensino baseado em tutorias torna-nos pro ativos e com sentido
critico, algo que é fundamental na atividade de um farmacéutico, visto que, a saide é uma
ciéncia em constante evolucao e nds, como profissionais de salde, temos de acompanhar essa

evolucao.

Nestes cinco meses de estagio contei com a ajuda de todos os colaboradores da Farmacia
Vitéria, que com a sua preocupacdao e empenho conseguiram transmitir-me os seus
conhecimentos, ajudando um pupilo a tornar-se num farmacéutico. Algo que se notou no final
do periodo de estagio, periodo esse, em que consegui ser autonomo no atendimento e

aconselhamento ao utente.

Aconselho vivamente a Farmacia Vitoria, como um lugar de eleicdo para estagiar, a todos os

colegas de curso que tenham esta etapa pela frente.

“Farmacéutico, produtor de bem-estar, manipulador da cura, administrador da vida”
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Capitulo Il - Otimizacao de uma
metodologia analitica para a
determinacao de pregabalina em plasma

com recurso a microextracdo em seringa

1.Introducéao

1.1 Epilepsia

A Epilepsia € uma doenca neuroldgica cronica que afeta pessoas de todas as idades. Esta
doenca foi identificada desde a antiguidade, tendo sido abordada por Hipocrates, ha mais de

” 3

2000 anos. A designacao “epilepsia” deriva de um termo Grego, que significa “possuir”, “ser
» (1)

possuido por
Para os Gregos antigos a epilepsia era um fenémeno milagroso, eles consideravam que apenas
os deuses podiam “derrubar alguém”, deixar as pessoas inconscientes, deixar que o corpo se
mexesse de forma incontrolavel e depois, trazé-las de volta, sem nenhum efeito evidente de

doenca .

A primeira definicao foi dada por Hughlings Jackson, na segunda metade do século XIX,
definindo a doenca como: “A descarga ocasional, repentina, rapida e local de massa

cinzenta” .

Atualmente, existe uma definicdo mais funcional, que é: “A ocorréncia de paroxismos
transitorios de descargas excessivas ou ndo controladas de neurénios, que podem ser causadas

por um diferente nimero de etiologias, levando a crises epiléticas” "),

Aproximadamente 50 milhdes de pessoas, em todo o mundo, tém epilepsia, tornando esta
doenca a condicdo neuroldgica grave mais comum. Nos paises desenvolvidos, a incidéncia
anual é estimada em 50 a 70 casos por cada 100.000 pessoas (a incidéncia é maior nos paises
em desenvolvimento devido a uma pior assisténcia materno-infantil conjugada com piores
condicdes sociais, aumentando assim a probabilidade de infecdes cerebrais e traumatismos

cranianos) ?.
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A incidéncia varia de forma preponderante com a idade, verificando-se uma taxa superior na
infancia precoce, valores mais baixos sao observados na vida adulta e um segundo pico de
incidéncia é constatado a partir dos 65 anos. Nos Ultimos anos, apesar da incidéncia global se
manter mais ou menos constante, verifica-se uma diminuicdo da incidéncia nas criancas e um
aumento nos idosos, fazendo com que o segundo pico de incidéncia seja atualmente maior
que o primeiro. A prevaléncia pontual de epilepsia ativa varia entre os 0,5 a 1% da populacao

mundial @.

Um ataque epilético traduz um processo de sincronizacdo e amplificacdo de uma descarga
neuronal, que surge de forma espontanea, sendo caracterizada pelo aumento da atividade
elétrica de alta frequéncia, no inicio da atividade elétrica de baixa frequéncia, envolvendo a
interacdo de mecanismos inibitorios GABAérgicos e mecanismos excitatorios glutaminérgicos
(), Esta atividade elétrica de alta frequéncia vai fazer com que seja necessario um maior
fluxo de sangue, oxigénio e trifosfato de adenosina (ATP), assim como glicose. Nao

conseguindo o organismo compensar estas falhas estamos perante um ataque epilético.

Depois de se iniciar uma descarga epilética cortical, esta propaga-se de uma area cerebral
limitada para areas maiores e estruturas subcorticais através de fibras e de multiplos circuitos
cerebrais®. No processo, a sincronizacdo da atividade neuronal aumenta, enquanto que, a
inibicdo é diminuida, levando a uma reducao do limite para a excitacdo, facilitando assim a

(6,7)

ocorréncia de um ataque' ”’. Além disso, quanto maior for a estimulacdo, maior sera o tempo

da descarga neuronal, dando origem a ataques de longa duracio®.

Os ataques epiléticos terminam quando ja ndao ha mais nada suscetivel a excitacdo®. A partir
do momento em que ja nao existe fornecimento energético, o ataque pode parar. O aumento
abrupto da condutancia da membrana, a interrupcao da integracdo sinaptica e a alteracao do
ambiente circundante sdo os mecanismos responsaveis pela paragem do ataque epilético, ja
que levam a uma diminuicdo da eficacia da transmissdo e a um aumento da transmissao

inibitoria® 9.
1.1.1 Crises Epiléticas

As crises epiléticas podem ser distinguidas em dois grupos:

a. Crises epiléticas generalizadas (envolvem todo o cérebro e alteram o estado de

consciéncia) '";

b. Crises epiléticas parciais ou focais (tém origem apenas numa area cerebral, mas

podem evoluir para uma crise generalizada)".
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Quanto as crises epiléticas generalizadas, estas podem subdividir-se em: crises tonico-clonicas
(crises tipo “grande mal”); crises de auséncia (crises tipo “pequeno mal”); crises clonicas;

crises tonicas; crises atonicas e crises mioclonicas!" '),

Resumidamente descrevem-se as principais caracteristicas destas crises:

Durante as crises tdnico-clonicas (figura 1), o ser humano perde a consciéncia, cai no chéo,
perde a capacidade de respirar temporariamente e todos os mUsculos ficam contraidos, sendo
estes acontecimentos seguidos de uma série de movimentos espasmodicos. Em algumas
pessoas pode verificar-se incontinéncia urinaria e fecal e mordedura da lingua. A crise pode
demorar alguns minutos, podendo ser posteriormente verificado um periodo de confusao
mental, dores musculares e dores de cabeca. A este tipo de crise, normalmente, da-se o

nome de convulsdao"".

Fase Tonica

Figura 1 - Crise ténico-clonica™®

No caso das crises de auséncia, a perda de consciéncia € momentanea e a pessoa,
normalmente, nem muda a sua posicao. Durante a crise as pessoas podem ficar com um olhar
fixo (vazio), pestanejar rapidamente, executar movimentos de mastigacao e mover um braco
ou uma perna ritmicamente (figura 2). Estas crises aparecem normalmente na infancia ou no

inicio da adolescéncia".
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Figura 2 - Crise de auséncia "

No que concerne as crises clonicas, aparecem clonias repetidas em intervalos regulares e
ritmicas, na frequéncia de 2 a 3 ciclos por segundo, podendo ir inclusive, de alguns segundos
a minutos"®. No entanto, quando existe uma contracdo muscular mantida com duracio de
poucos segundos a minutos, estamos perante crises ténicas, em que regra geral, duram de 10

a 20 segundos'?.

Ainda no grupo das crises epiléticas generalizadas, temos as crises atonicas, que ocorrem
quando ha perda ou diminuicdo subita do tonus muscular afetando a cabeca, o tronco,
maxilares ou os membros. Quando estas crises sdo consequentes da perda do tonus postural,
podem levar & queda lenta do individuo se este estiver de pé . Por (ltimo, de referir, as
crises mioclonicas, nas quais se verifica a ocorréncia de contragcdes musculares subitas, breves

(<100 ms) e arritmicas, que se assemelham a choques'?.

Quanto as crises epiléticas parciais ou focais, ha que referir que estas podem subdividir-se

em, crises parciais simples e crises parciais complexas'".

No caso de uma crise parcial simples, o doente nao perde a consciéncia e os sintomas podem
remeter para movimentos espasmodicos, numa parte do corpo, alteracbées na visao, sons
anormais, experiéncias olfativas, nauseas, medo ou raiva inexplicados'”; no que se refere a
uma crise parcial complexa, o doente pode parecer consciente, mas nao responde durante um
curto espaco de tempo, sendo as manifestacoes mais recorrentes: um olhar vazio, mastigacao
ou estalar os labios e movimentos repetitivos com as maos. Terminada a crise, o doente nao

se lembra do episodio epilético; é como se nao tivesse acontecido".

Na auséncia de evidéncias suficientes, para caracterizar as crises como parciais ou

generalizadas, designam-se por crises desconhecidas!"?.

Por Ultimo, para além das crises referidas anteriormente, podemos também considerar como

estado de mal epilético, esta crise acontece quando o doente tem uma crise epilética
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generalizada, a qual dura entre 15 a 30 minutos ou até mais, podendo também ser
desencadeada por varias crises epiléticas sucessivas, sem recuperacao completa da
consciéncia, entre elas. Este estado de mal epilético representa uma emergéncia médica,

pois existe uma grande probabilidade, de desencadear a morte do doente!"",
1.1.2 Medidas nao farmacolodgicas para evitar ataques epiléticos

O tratamento nado-farmacologico da epilepsia inclui a cirurgia; a estimulacdo do nervo vago
(terapia que envolve um pequeno aparelho que envia estimulos elétricos ao nervo vago
esquerdo localizado no pescoco. Este nervo € um dos principais elos de comunicagdo entre o
corpo e o cérebro e esta terapia tem como objetivo prevenir as irregularidades elétricas que
causam as crises); a dieta cetogénica (mais utilizada em criancas que consiste numa
alimentacao feita com quatro porcdes de lipidos e apenas uma porcao de proteina e hidratos

de carbono combinados) e ainda outras terapias complementares/alternativas.

As terapias alternativas incluem técnicas como o ioga, a acupuntura, a massagem
terapéutica, a eletroencefalografia (EEG), a homeopatia e remédios a base de plantas
(medicina tradicional chinesa). A maioria dos doentes com epilepsia requerem a toma de
medicacdo antiepilética para controlar as suas crises, mas terapias alternativas sao muitas

vezes complementares ',

As terapias alternativas, incluindo técnicas de reducao de stresse, podem ajudar os doentes a
controlar melhor os seus ataques. Um doente com epilepsia, que suspeita que tem mais
convulsdes quando esta sob stresse, pode beneficiar se aprender técnicas para controlar esse
mesmo stresse, como por exemplo, o relaxamento muscular progressivo e a respiracao
profunda diafragmatica. Algumas pessoas utilizam a ioga ou a meditacdo para evitar
convulsdes induzidas pelo stresse e também para melhorar a sua qualidade de vida .

A acupuntura por vezes também é utilizada, devido a estimulacdo causada pelas agulhas nas
terminacées nervosas, tendo como objetivo principal um equilibrio mental, fisico e
emocional. As técnicas de biofeedback, com recurso a equipamentos de EEG, utilizadas na
epilepsia, podem ajudar o doente a controlar a sua propria atividade cerebral, criando um
padrao de ondas cerebrais mais normalizadas, podendo assim o proprio doente reduzir as suas

crises convulsivas .

Os individuos com epilepsia, para além destas medidas devem também ter periodos de sono

regulares, com repouso noturno suficiente e ndo devem consumir bebidas alcodlicas".

47



1.1.3 Tratamento farmacolégico na epilepsia

No tratamento da epilepsia, os farmacos utilizados sdo os antiepiléticos que atuam em redes
neuronais anormais sob varios mecanismos de acdo. Assim sendo, temos os que bloqueiam a
atividade excitatéria dos recetores ionotropicos ativados pelo acido glutamico
(glutamato)/Aspartato (NMDA, do inglés N-methyl-D-aspartate recept), onde se destacam o
felbamato e o topiramato; os que atuam nos canais ionicos dependentes de voltagem,
podendo ser nos canais de sodio como a fenitoina, a carbamazepina, a lamtrigina, a
oxacarbazepina, a rufinamida e o acetato de eslicarbazepina; os que atuam nos canais de
calcio, onde se destacam a gabapentina, a pregabalina e a etosuximida,os que atuam nos
canais de potassio, onde se enquadra a retigabina e finalmente os que aumentam a atividade
dos recetores acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés gamma-aminobutyric acid), podendo
aqui referir o fenobarbital, as benzodiazepinas (diazepam, clonazepam, o clorazepato
dipotassico e lorazepam parentérico), a tiagabina e a vigabatrina ¢ 7,

A eficacia da terapéutica antiepilética depende do tipo de crises. Alguns farmacos estao
indicados apenas para um tipo de crise e caso sejam utilizados em outros tipos podem tornar-
se prejudiciais, agravando assim a mesma. Na Tabela 3, abaixo representada, encontra-se um

resumo dos farmacos que devem ser utilizados nos diferentes tipos de crises.
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Tabela 3 - Farmacos utilizados em diferentes tipos de crises epiléticas '

Tipo de crise Tratamento 12 linha Tratamento alternativo
Crises Parciais Carbamazepina Gabapentina
Fenitoina Topiramato
Lamotrigina Levetiracetam
Acido Valproico Zonisamida
Oxcarbazepina Tiagabina
Primidona
Felbamato

Fenobarbital

Crises Generalizadas:

Tonico-clonica Fenitoina, Lamotrigina, Topiramato,
Carbamazepina, Fenobarbital, Primidona,
Acido Valpréico Oxcarbazepina,

Levetiracetam

Auséncia Acido valpraico, etossuximida | Lamotrigina, Levetiracetam

Miocldnica Acido valprdico, clonazepam | Lamotrigina, Topiramato,

Felbamato, Zonisamida,

Levetiracetam

Crises nao classificadas | Valproato, Lamotrigina Levetiracetam, Topiramato,

Zonisamida

A pregabalina embora nao esteja contemplada na tabela anterior esta indicada como
terapéutica adjuvante em adultos, ou criancas com mais de 12 anos, com crises parciais de

epilepsia, com ou sem generalizacdo secundaria.
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1.2 Pregabalina

Uma vez que o presente relatorio tem por objetivo a detecdo de pregabalina em fluidos
bioldgicos, de forma mais aprofundada serdo salientados alguns aspetos relacionados com a

farmacocinética e mecanismo de acdo deste composto.

A pregabalina (Figura 3) é um analogo do neurotransmissor GABA (Figura 4), com efeitos de
analgésico, anticonvulsionante e ansiolitico. Comercialmente em Portugal é conhecida pelo
nome de Lyrica® sendo fabricada e distribuida pela Pfizer. A pregabalina tem sido estudada
no tratamento da neuropatia diabética, nevralgia pos-herpética, desordens generalizadas de

ansiedade e nos adultos, como terapia adjuvante de crises epiléticas parciais®?.

Em 2004, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o seu uso no tratamento da
neuropatia diabética e para a nevralgia pos-herpética. Em 2005, a foi aprovada como terapia

adjuvante de crises epiléticas parciais e na fibromialgia e em 2006, foi aprovada para o

tratamento de desordens de ansiedade, devido aos seus efeitos ansioliticos?® 2",

NH-
H O

OH

Figura 3 - Estrutura quimica da pregabalina

0
Ho/l\//\w/NHz

Figura 4 - Estrutura quimica do GABA

1.2.1 Dose

A dose inicial de pregabalina (Lyrica®) é de 150mg por dia, dividida em duas ou trés tomas.
Passados trés a sete dias, a dose pode ser aumentada para 300mg e ir aumentando até atingir
600mg, sendo esta a dose maxima diaria. Chegado o fim da terapia, o desmame deve ser feito

gradualmente®.
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1.2.2 Farmacodinamica

Como referido anteriormente, a pregabalina é um ligando a;-0 analogo ao GABA. O ligando a,-
0 interfere com o influxo de calcio mediado pelos canais de calcio pré-sinapticos sensiveis a
voltagem. Considera-se que os efeitos da pregabalina podem resultar da ligacdo desta a uma
subunidade do ligando a,;-6, diminuindo a libertacdo de neurotransmissores, como o

glutamato e a norepinefrina®.

Estudos realizados em ratos revelaram que a administracao de pregabalina mostrou uma
diminuicao do neuropéptido (substancia P) e da calcitonina em tecidos espinais inflamados. A
informacdo baseada nestes estudos sugere que os efeitos analgésicos, anticonvulsionantes e

ansioliticos da pregabalina podem resultar destes mecanismos®* %,

1.2.3 Farmacocinética

As caracteristicas farmacocinéticas descritas na Tabela 4 sdo alusivas a administracdo de
pregabalina por via oral, assim como a informacdo que se segue é referente a individuos

6.2 Em voluntarios em jejum, que receberam uma ou mais doses de

saudaveis
pregabalina, verificou-se uma absorcao rapida, ja que a concentracao plasmatica maxima
(Cmax) foi atingida em cerca de 1 hora, ocorrendo a absorcdo maioritariamente no colon
proximal. Os dados do estudo sugerem uma cinética previsivel e linear® 2",

A biodisponibilidade da pregabalina administrada por via oral é >90% para todas as doses de
pregabalina ), onde a Cs € a area sob a curva (AUC, do inglés area under the curve) sao
proporcionais, quer para uma Unica dose (75-900 mg), quer para doses multiplas (25-300
mg)?”. A ingestdo de comida em simultdneo com a pregabalina ndo afeta a sua absorcéo,
AUC, ou semi-vida de eliminacdo. Mas por outro lado diminui a C.s de 25 a 30% e também
atrasa o tempo necessario para atingir essa concentracao, passando de 1 hora para 3 horas,
aproximadamente®® 2%,

O volume de distribuicao (V4) da pregabalina é de 42,1 litros, depois da administracdo de uma
Unica dose e como a pregabalina nédo se liga as proteinas plasmaticas, rapidamente atravessa
a barreira hematoencefalica ??. Estima-se que a percentagem de pregabalina metabolizada

nos humanos é irrelevante, sendo esta excretada na urina, 98% na forma inalterada®®.

0 tempo de semi-vida de eliminacao da pregabalina € de 6 horas (podendo variar de 4,6 a 6,8
horas) para todas as doses de pregabalina ). A concentracdo de pregabalina no steady-state
¢é atingida ao fim de dois dias, de iniciar a terapia. A clearance oral da pregabalina é de 56,5

mL/min e nédo é afetada pelo género, raca, ou por alteracdes hormonais como a menopausa®®
30)
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Considerando 26 doentes, com funcao renal comprometida em diferentes estadios e avaliando

os efeitos de uma Unica dose de 50 mg de pregabalina, podesse afirmar que:

- Doentes com uma clearance de creatinina superior a 60 mL/min apresentam uma clearance
de pregabalina de 56,5 mL/min e um tempo de semi-vida de 9,1 horas® enquanto que,
doentes com uma clearance de creatinina entre 30 e 60 mL/min, apresentam uma clearance
de pregabalina inferior (30,6 mL/min) e um tempo de semi-vida superior (16,7 horas) **;

- Em casos mais graves, doentes com uma clearance de creatinina entre 15 e 30 mL/min
apresentam uma clearance de pregabalina de 16,7 mL/min e um tempo de semi-vida de 25,0
horas® e se a clearance de creatinina for inferior a 15 mL/min, os doentes apresentam uma

clearance de pregabalina de 8,3 mL/min e um tempo de semi-vida de 48,7 horas®®.

Tabela 4 - Caracteristicas farmacocinéticas da pregabalina administrada por via oral (15)

Caracteristicas Farmacocinéticas da pregabalina
Biodisponibilidade >90%
Ligacdo as proteinas plasmaticas Minima
Tempo plasmatico maximo (Tpsx) 1,3 horas
Volume de distribuicao 42,1 litros
Clearance oral 56,5 mL/min
Tempo para atingir a concentracao em steady-state <2 dias
Metabolismo Metabolismo hepatico irrelevante
Eliminacao Renal (98% inalterada)
Tempo de semi-vida =6 horas

1.2.4 Interac6es Farmacolégicas

Estudos in vitro®” mostram que a administracdo de pregabalina, numa concentracéo 10 vezes
superior a utilizada em ensaios clinicos, diminui a atividade enzimatica do citocromo P450.
Isto explica a razdo pela qual nao se relataram interacdes a nivel hepatico, envolvendo outros
farmacos. Contudo, é possivel a existéncia de interacdes farmaco-farmaco, resultantes de

outros mecanismos %,

O deslocamento da ligacdo as proteinas € uma interacdo farmaco-farmaco pouco provavel,
visto que, como ja foi referido anteriormente, a capacidade de ligacao da pregabalina as
proteinas é irrelevante. A tabela 5 apresenta uma sinopse de um estudo sobre interacoes
farmacocinéticas entre a pregabalina e outros farmacos utilizados em terapéuticas

concomitantes??,
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Tabela 5 - Principais interacdes farmacocinéticas da pregabalina com farmacos utilizados em terapias
concomitantes (15)

Classe Terapéutica/ Farmaco Efeito do farmaco nas Efeito da pregabalina nas
Associado propriedades propriedades
farmacocinéticas da farmacocinéticas do
pregabalina farmaco
Antidiabéticos
Glibenclamida Nenhum Nenhum
Insulina Nenhum Nenhum
Metformina Nenhum Nenhum
Antiepiléticos
Carbamazepina Nenhum Nenhum
Lamotrigina Nenhum Nenhum
Fenobarbital Nenhum Nenhum
Fenitoina Nenhum Nenhum
Tiagabina Nenhum Nenhum
Topiramato Nenhum Nenhum
Acido valproico Nenhum Nenhum
Benzodiazepinas
Lorazepam | Nenhum | Nenhum
Diuréticos
Furosemida | Nenhum | Nenhum
Analgeésico opidide
Oxicodona | Nenhum | Nenhum
Contracetivos Orais
Etinilestradiol/Noretindrona | Nenhum | Nenhum

1.2.5 Efeitos Secundarios

Como efeitos adversos da pregabalina, podemos referir:

0 angiodema, com inchaco na cara, labios, gengivas, lingua e pescoco, que pode conduzir a

um compromisso das vias respiratorias, causando risco de vida ©"; hipersensibilidade,

podendo originar reacdes como pieira, dispneia, erupcdo cutanea, urticaria e bolhas ©";
comportamentos e pensamentos suicidas (ndo é ainda conhecido o mecanismo que explica
este risco e os dados disponiveis ndo excluem possibilidade de um aumento do risco para a

pregabalina)

, comecando por sintomas de depressao, mudancas de humor ou de
comportamento, pensamentos suicidas ou comportamentos de auto-mutilacdo ©'); tonturas,
sonoléncia, visdo turva e outros sinais e sintomas a nivel do sistema nervoso central *"; ganho
de peso e edema ©" e elevacdo dos niveis da creatina quinase causando dores musculares,

sensibilidade ou fraqueza, acompanhada de mal-estar ou febre ¢,

Durante a terapia com pregabalina, deve evitar-se o consumo de alcool, uma vez que este
pode influenciar a capacidade motora e potenciar os efeitos sedativos do mesmo ©" e no caso
de uma interrupcao abrupta no tratamento, o doente podera apresentar sintomas de insonias,
nauseas, enxaquecas, ansiedade, hiperidrose ou diarreia ®".
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1.2.6 Toxicidade

Visto que, o presente trabalho se enquadra na area de toxicologia, sera de extrema
importancia evidenciar os aspetos relacionados com a toxicidade associada a pregabalina.
Posto isto sdo referidas algumas situacoes onde se pode constatar a toxicidade do farmaco

estudado.
Carcinogénese

Estudos demonstraram um aumento na incidéncia de cancro vascular maligno dose-
dependente em duas linhagens de ratos (B6C3F1 e CD-1) administrando pregabalina (200,
1000, ou 5000 mg / kg) na dieta, por dois anos. Nao foi estabelecido nenhum limite até ao
qual se pudesse administrar pregabalina, sem que houvesse incidéncia de cancro. Em dois
estudos com ratos wistar, apos a administracdao de pregabalina nas doses de 50, 150 ou 450
mg/kg em machos e 100, 300 e 900 mg/kg em fémeas, comprovou-se que mesmo sendo as
doses muito mais elevadas, do que a dose maxima recomendada em humanos, nao se relatou

nenhum caso de cancro ©".
Mutagénese

A pregabalina ndo mostrou ter efeitos mutagénicos in vitro, quer em bactérias, quer em

mamiferos ¢V,
Infertilidade

Estudos realizados em ratos, onde foram administradas doses de pregabalina de 50 a 2500
mg/kg antes e durante o acasalamento com fémeas nao tratadas, relataram uma série de
efeitos adversos reprodutivos e de desenvolvimento. Os efeitos adversos incluiam diminuicao
da contagem de espermatozoides e a motilidade do esperma, aumento de anormalidades no
esperma, fertilidade reduzida, aumento da perda da pré-implantacdo do embrido, diminuicao
do tamanho da ninhada, diminuicdo do peso corporal fetal, e um aumento da incidéncia de
malformacdes fetais. Nestes estudos de 3 a 4 meses, todos estes efeitos mostraram ser

reversiveis ¢",
Dermatopatia

Lesdes na pele, evoluindo de um eritema para necrose, foram observadas em estudos
repetidos de toxicidade em ratos e macacos. Estes efeitos foram presenciados, utilizando
doses 3 a 8 vezes superiores a dose maxima recomendada ©".
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Lesoes oculares

Lesdes oculares caraterizadas pela atrofia da retina (incluindo a perda de células
fotorrecetoras) e/ou inflamacdo da coérnea/mineralizacdo foram observadas aquando da
existéncia de um AUC, duas vezes superior a dose maxima recomendada de 600 mg/dia, num

estudo com ratos da raca wistar ",
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2.Detecao de pregabalina em matrizes biolédgicas

2.1 Matriz biolédgica

Os fluidos biologicos sdo, do ponto de vista analitico, os materiais de eleicdo para qualquer
analise. Para a determinacdao de farmacos antiepiléticos estdo descritos varios métodos
utilizando como principais amostras bioldgicas o sangue total, o plasma, o soro e a urina. O
sangue e os seus derivados (apds processamento do sangue total) assim como a urina sao
consideradas matrizes biolégicas convencionais. Apesar do sangue ser a matriz de eleicao
para uma analise quantitativa, pois permite uma correlacdo direta com o estado clinico do
individuo, apresenta algumas limitacdes como sdo o facto da necessidade de preparacao
prévia da amostra, as concentracdes de farmaco podem ser muito baixas, o seu elevado
conteldo proteico que dificulta o processo de extracao, para além de uma dificuldade

acrescida na analise, devido a sua complexidade ©?.
2.2 Microextracdo em seringa empacotada

A microextracdo em seringa empacotada (MEPS) é uma técnica recente de preparacdo de
amostras, desenvolvida por Abdel-Rehim nos laboratorios da AstraZeneca, em 2004 3, E
considerada uma nova técnica de extracao miniaturizada baseada nos principios da extracao
em fase solida (SPE, do ingléssolid phase extraction), que possibilita uma ligacdo on-line da
MEPS a varios sistemas cromatograficos, como a cromatografia gasosa (GC) e cromatografia

liquida (LC), algo que com a SPE nao se consegue %,

Comparando a técnica MEPS com outras técnicas, como a SPE ou a extracdo liquido-liquido
(LLE, do inglés liquid-liquid extraction), esta é uma técnica que apresenta grandes
vantagens, como por exemplo: a sua rapida execucao, ser uma técnica relativamente simples,
que pode ser utilizada tanto em amostras de agua (amostra mais simples), como em amostras
mais complexas, como urina, plasma ou em amostras com teor elevado de solventes
organicos. Para além destas vantagens, ainda apresenta rendimentos de extracao bastante
elevados (60 a 98%), onde a quantidade de solventes organicos utilizados € minima e a
quantidade de amostra necessaria pode variar entre 10uL-250puL, quando comparada com SPE
ou LLE. Além disso, também apresenta a vantagem das colunas poderem ser reutilizadas, 30 a
100 vezes para extracées em plasma e urina e cerca de 400 vezes, se a amostra for agua,
enquanto que um cartucho de SPE normal apenas é de uma Unica utilizacdo. A técnica MEPS
pode ainda possibilitar a injecao directa de eluatos com volumes de 20-50puL de um solvente
organico compativel com o sistema cromatografico, facilitando assim o seu acoplamento on-
line (34, 35).
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O dispositivo de MEPS (figura 5) consiste em:

¢ Uma seringa semelhante a de injecao em LC (100-250pL);

e Um dispositivo barrel insert and needle assembly (BIN) que contém a sorbente de
extracao, protegido por dois discos (frits) quimicamente inertes de
politetrafluoroetileno (PTFE), polietileno ou estruturas de aco inoxidavel que

impedem o movimento da fase estacionaria.

Este sorbente de extracdo contém aproximadamente 2mg de fase estacionaria. As fases
estacionarias, ou BIN’s, mais utilizadas sdo constituidas por adsorventes baseados em silica
(SIL) ou em silicas modificadas (C2, C8, C18 e M1 (octilsilano)/SCX(troca cationica forte))®*.

—i E=——mrers— .
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end plug
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v by
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needle sealing ring

packed bed

Figura 5 - Seringa MEPS (250pL) e BIN da SGE. Representacdo esquematica da coluna de extracao ¢

Existem varias condicionantes que podem afetar o desempenho da técnica como, a diluicdo e
o pH da amostra, a composicao das solucées de lavagem e de eluicao, a quantidade e tipo de
sorbente utilizado, sendo necessaria a otimizacdo destes parametros para o seu

desenvolvimento 4.

Para a realizacdo da técnica torna-se necessario a preparacdao da amostra, onde é realizada
uma diluicdo desta para reduzir a viscosidade, nomeadamente no caso de fluidos bioldgicos
sendo possivel prevenir a coagulacdo e o blogueio da coluna MEPS. Esta diluicao pode ser
realizada com agua, tampao ou com acido férmico a 0,1% em agua (diluicdo, 1:5 se for plasma
e 1:25 se for sangue). Deve-se ainda remover macro particulas que nao sdo necessarias para a
analise, realizando uma centrifugacdo; ajustar o pH para reduzir a ionizacao de acidos e
bases fracas e quando se esta a trabalhar em fase reversa e ter em atencdo que, por vezes

também é necessario a realizacdo de uma desproteinacdo % 3%

A primeira fase da técnica consiste na fase de acondicionamento, onde o suporte sélido é
ativado com um solvente organico, como por exemplo, o metanol de forma a facilitar a
retencao dos analitos. O ar presente na coluna é removido e posteriormente preenchido pelo
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solvente. Apds a passagem inicial do solvente organico faz-se passar pela coluna agua (ou
tampoes aquosos) de forma a garantir o equilibrio quimico, estando assim ativada a coluna,

para passar a fase seguinte 43,

Numa segunda etapa, a amostra € aspirada pela seringa a uma velocidade relativamente
baixa que esta compreendida entre 10-20uL/s, para haver uma melhor interacdo entre o
analito e o sorbente. Este processo deve ser repetido varias vezes de forma a concentrar os
compostos no interior da coluna. ®* 3,

Na terceira fase (fase de lavagem), o objetivo é a remocdo de proteinas e outros
interferentes presentes na amostra, mantendo os analitos imobilizados no sorbente.
Normalmente esta lavagem é feita com um volume reduzido, 50-100uL de agua com 5 a 10%
de um solvente organico, podendo ser metanol, isopropanol ou acetonitrilo ** 3.

Na quarta fase, procede-se a eluicdo dos analitos, com o recurso a um solvente organico,
como o metanol, isopropanol ou acetonitrilo, puro ou misturado com acidos ou bases, numa
concentracao entre 0,1 a 3%, quebrando assim a ligacao entre o sorbente e o analito, de
forma a eluir o analito. O solvente escolhido deve ser capaz de eluir todos os analitos a partir
do sorbente num pequeno volume (20-50uL). Normalmente o eluente deve ser volatil e
miscivel com o solvente da amostra ou fase mével ®* 3,

O ultimo passo é a lavagem da coluna para a sua reutilizacao. Esta lavagem é recomendavel
fazer-se com duas solucdes distintas. Numa primeira fase, com um agente de lavagem forte,
como por exemplo, o acetonitrilo ou o metanol, incluindo isopropanol numa concentracao
entre 10 a 20% associado a algum acido ou base dependendo da natureza do analito; numa
segunda fase, uma lavagem ja mais fraca, que pode ser com agua pura ou 5% de metanol em
agua. Estas lavagens conseguem assim diminuir ou eliminar os efeitos de carryover,

assegurando uma correta reutilizacdo da coluna de MEPS % 3%,
2.3 Técnicas de separacao e detecao

A pregabalina tem sido bastante utilizada para tratamento de diferentes patologias. No
entanto, devido aos seus efeitos adversos e possiveis causas de toxicidade, que podem ser
motivo de alerta, justifica-se de forma pertinente, a recolha de informacao para saber como
a detetar e quantificar. A tabela 6, abaixo representada, apresenta estudos publicados
referentes a detecao e quantificacao de pregabalina em amostras bioldgicas. Esta pesquisa foi
realizada na base de dados da U.S. National Library of Medicine, National Institutes of Health
(PubMed) limitada a artigos cientificos publicados entre novembro de 2004 e junho de 2014.

Foram utilizadas como palavras-chave: “pregabalin”, “HPLC”, “GC”, “extraction”.
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Tabela 6 - Métodos de extracao para determinacao de pregabalina em amostras bioldgicas

Técnica | Modo 3

Amostra LOD LLOQ | Recuperacao R

Analito de de Referéncia
(volume) B | (ug/mL) | (ug/mL) %

extracao | detecao

Urina

PGB SPME GC-MS 0,019 0,063 83-98 (37)
(300pL)
Urina

PGB DLLME GC-MS 0,022 0,075 84-98 (37)
(300pL)
Plasma HPLC-

PGB SPE - 0,375 82,1 (38)
(500pL) FLD
Sangue UPLC-

PGB SPE 0,004 0,008 96-98 (39)
(100pL) MSMS
Urina UPLC-

PGB SPE 0,004 0,008 95-98 (39)
(100pL) MSMS
Plama LC-

PGB LLE - 0,001 73,1-77,5 (40)
(100pL) MS/MS
Plasma ESI-

PGB LLE - 0,100 93-97 (41)
(400pL) MS/MS
Soro HPLC-

PGB - - 0,53 =100 (42)
(200pL) FLD

Legenda: DLLME, microextracao liquido-liquido dispersiva; ESI, ionizacao com eletrospray; FLD, detetor
de fluorescéncia; GC, cromatografia gasosa; HPLC, cromatografia liquida de alta eficiéncia; LLE,
extracao liquido-liquido; MS, espetrometria de massa; MS/MS, espetrometria de massa em tandem; PGB,
pregabalina; SPE, extracdo em fase solida; SPME, microextracdao em fase solida; UPLC, cromatografia

liquida de ultra eficiéncia.
2.4 Desenho experimental (DOE)

Podemos classificar como desenho experimental (DOE, do inglés design of experiments) um
conjunto de dados que podem ser incorporados numa equacao empirica, normalmente linear
ou quadratica tendo em atencdo as condicées de interacdo, podendo assim recolher
informacéo sobre o sistema (maximos, minimos, tendéncias com que os parametros mudam).
Esta ferramenta estatistica € utilizada para a selecao dos valores referentes a cada fator, de
modo a maximizar a informacédo sobre os parametros da equacdo. A aleatorizacdo da ordem
com que se realizam as experiéncias faz com que os resultados ndo sejam afetados de uma
forma sistematica pelas variaveis nao controlaveis (como por exemplo, a temperatura do

laboratério) 43,
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Como nem sempre a terminologia associada é facil para o investigador perceber, passam-se a
citar alguns termos utilizados que se encontram descritos no International Vocabulary of
Metrology (VIM) “®,

Desenho experimental: Técnica estatistica para o planeamento, conducdo, analise e

interpretacao de dados experimentais.

Resposta: Quantidade, medida ou observado que é o objeto de estudo ou de otimizacao.

Exemplo: tempo de retencéo, razdo da area do analito/area do padrao interno.
Fator: O que pode afetar a resposta.

Nota: (1) fatores sdo considerados como controlaveis ou ndo controlaveis, dependendo se os
niveis do fator podem ou nao ser definidos no DOE. (2) fatores podem assumir valores
discretos ou continuos. Por exemplo a temperatura da coluna, a concentracao de acetonitrilo,

a fase estacionaria.
Nivel de um fator: Valor que um determinado fator assume num desenho experimental.

Nota: Os desenhos sdo descritos pelo nimero de parametros escolhidos para um fator. Por
exemplo, desenhos de nivel dois (coluna: C8, C18) ou desenhos de nivel trés (tempo de

gradiente: 1, 3, 5 min; temperatura: 20, 25, 30 ° C).

Superficie de resposta: Estabelece a relacao da resposta entre os valores de um ou mais

fatores.

Nota: (1) a superficie de resposta geralmente corresponde a uma teia em duas ou trés
dimensdes, em funcao da forma como os dados experimentais estdo ajustados. (2) A
metodologia da superficie de resposta (RSM) é utilizada para descrever a aplicacdo de
desenhos experimentais, que dao superficies de resposta a partir da qual a informac&o sobre

o sistema é deduzida.
Modelo: Equacao que relaciona os fatores com a resposta.
Efeito: Coeficiente de um termo num modelo.

Desenho fatorial: Desenho experimental em que as corridas sao combinacoes de niveis de

fatores.

Nota: (1) desenhos fatoriais completos comtemplam todas as combinacdes possiveis de

fatores nos niveis em estudos.
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2.4.1. Porqué a utilizacdo do Desenho Experimental?

Estratégias de otimizacao

Qualquer modelo ou técnica de otimizacdo requer uma decisao inicial, onde se decide que
tipo de técnica se vai utilizar, se uma abordagem intuitiva ou se conhecimento cientifico
sobre o sistema em estudo. Foram adaptados coeficientes de mobilidade para observacoes
com constantes de equilibrio como fatores, tendo isto em conta os modelos tedricos crediveis

que devem ser sempre considerados, para uma otimizacio mais fidedigna.

No entanto, no caso da modelacao teorica nao ser viavel ou ser exagerada num sistema que
requer uma simples otimizacdo, o DOE tem a vantagem de facultar formulas experimentais
que sao independentes do proprio sistema. Mesmo quando o modelo disponivel nao é
claramente quadratico, o DOE ainda pode dar um modelo ideal com uma escolha cuidadosa
dos pontos do projeto. Uma vantagem também na otimizacao com DOE é saber o nimero de
experiéncias que sdo necessarias realizar antes de comecar o trabalho, podendo assim ter um

melhor planeamento “**,

2.4.2 Questdes que necessitam do desenho experimental

Existem duas questoes que necessitam de um desenho experimental para serem solucionadas.
A primeira é descobrir quais os fatores que podem afetar significativamente a resposta de
uma experiéncia, e a segundo é encontrar os valores de um fator que vao otimizar a resposta

do método > #,

2.4.3 Estudos de triagem e robustez

O objetivo destes estudos é realizar um nimero minimo de experiéncias com um ndmero
maximo de fatores. Em DOE, o que é crucial é dispor de um modelo de efeitos principais com

um desenho altamente fracionado, tendo em atencdo que é necessario no minimo dois niveis
(43, 45)

A criacdo de um rastreio é feita em duas situacoes possiveis. Numa primeira fase, estes
desenhos sao feitos como iniciacao de uma otimizacao, certificando assim que os fatores a
serem investigados contribuem significativamente para a resposta. Muitos destes desenhos
fatoriais e fatoriais fracionados podem ser incorporados na otimizacao, poupando assim no
numero de experiéncias a realizar. Numa segunda fase, durante a validacdo do método, testa-
se a robustez (pequenas alteracdes introduzidas intencionalmente) do mesmo. Esperando nao
ter nenhuma mudanca significativa na resposta, permitindo a reivindicacdo de um método

robusto, sem ter preocupacées com interacdes e efeitos ndo lineares “* ),
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2.4.4 Escolha da resposta

Para se obter uma separacdo cromatografica 6tima é necessario ter em atencao todas as
condicionantes envolvidas no processo. Uma outra vantagem do DOE é que varias respostas
podem ser medidas (resolucao, tempo, taxa de transferéncia) e os modelos desenvolvidos

alcancam uma resposta 6tima sem ser necessario experiéncias extra >,

2.4.5 Otimizacao de respostas

Numa experiéncia existem valores de resposta que sao melhores do que outros. A otimizacao
€ o processo pelo qual se vai encontrar os melhores valores de resposta. Nem sempre se
consegue um valor 6timo, como representa a figura 6a. Por vezes existem planaltos, em que
ha uma area de superficie de resposta, com aproximadamente o mesmo valor, como se pode
ver na figura 6c. E por vezes também existem respostas como podemos verificar na figura 6b,

onde os maximos de resposta se encontram nas extremidades “* %),

Figura 6 - Representacao da superficie de resposta?
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023212000505

Para as separacoes cromatograficas, € importante ter uma resposta aceitavel que satisfaca os
critérios minimos e por isso o objetivo é muitas vezes localizar essa regiao (por exemplo, pH
alto, a temperatura mais baixa), em vez de localizar o 6timo absoluto, fazendo assim do DOE

um instrumento bastante preponderante “* %),

2.4.6 Codificacao dos niveis de um fator

Os desenhos experimentais sdo escritos em muitas ocasides tendo em conta variaveis
codificadas. Por exemplo, para um desenho experimental, que necessite apenas de dois
valores para uma variavel (denominado design nivel dois) os valores dos fatores normalmente
sdo dados como uma série de +1 e -1 indicando qual o valor que deve ser escolhido para essa
variavel. Existem razées matematicas para esta pratica, mas a experiéncia na pratica também
demonstra que os desenhos podem ser escritos de forma independente ou
independentemente de fatores especificos, em estudo. Para projetos em que ha mais do que
dois niveis, os valores indicam a magnitude relativa dos mesmos. Se o fator for a temperatura
e a faixa a ser estudada for entre 50-100 °C, os pontos de desenho necessarios seriam: 50, 57,
75, 93, 100. Note-se que isso s6 pode ser feito para ou com variaveis continuas que podem ser

ajustadas a valores predefinidos “* *),

2.4.7 Replicacdo e randomizacao

As medidas de respostas estdao contaminadas pela variabilidade da randomizacao. Ao decidir
sobre a significancia dos efeitos, os valores devem ser comparados, tendo em conta a
variancia da repetibilidade da medicao. Isso pressupde que as experiéncias efetuadas no
desenho sejam realizadas num curto periodo de tempo, no mesmo instrumento, pelo mesmo
operador, ou seja em condicoes de repetibilidade de medicdo. A variancia da repetibilidade
ja pode ser conhecida a partir de medidas de controlo de qualidade, mas geralmente
realizam-se experiéncias, para estimar a variacdo aleatoria do desenho. Cada experiéncia
pode ser duplicada, mas, tipicamente, varias experiéncias sdo realizadas no centro do
desenho %),

Dado que os valores dos fatores sdo alterados de forma sistematica, € importante que a
ordem das experiéncias seja ao acaso. Isso anula qualquer falso efeito sistematico que se
manifestaria com a ordem nao aleatéria das experiéncias, e assegura que as estimativas de
variancia da repetibilidade conseguem refletir, adequadamente, os aspetos aleatoérios do

processo >4,
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3.Justificacao do tema

Embora a pregabalina seja um farmaco relativamente recente, o seu consumo tem vindo a
aumentar nos ultimos anos. Como ja foi referido anteriormente nesta dissertacdo, em 2004 o
seu uso foi aprovado pela FDA para o tratamento da neuropatia diabética e para a nevralgia
pos-herpética; em 2005 foi também aprovada como terapia adjuvante de crises epiléticas
parciais e no tratamento da fibromialgia e em 2006, devido aos seus efeitos ansioliticos, foi

aprovada para o tratamento de desordens de ansiedade.

Durante o estagio curricular tive a oportunidade de verificar que a Lyrica® é um medicamento
de dispensa diaria, ou seja, com um grande volume de vendas e estando ciente dos seus
efeitos adversos, como por exemplo tendéncias suicidas aquando a toma deste medicamento
cronicamente (situacao que tem vindo a levantar algumas ddvidas aos profissionais de salide
que o prescrevem) torna-se imperativo a criacdo de metodologias que permitam a
determinacdo do farmaco em amostras biologicas, com vista a identificar, quantificar e

monitorizar o farmaco no organismo.

A analise de amostras biologicas com recurso a técnicas cromatograficas exige normalmente
um pré-tratamento da amostra, uma etapa laboratorial que requere muito tempo e consome
muitos recursos. Posto isto, é necessario desenvolver metodologias que diminuam os custos,
que reduzam o tempo para a realizacao da analise e principalmente, que sejam acreditaveis e

de facil execucao.

A microextracdo em seringa empacotada preenche todos estes requisitos referidos
anteriormente, conseguindo uma boa analise com um baixo volume de amostra, que se traduz
posteriormente numa reducao no consumo de solventes organicos necessarios, o tempo de

extracdo é minorado e ainda existe a possibilidade de automatizacdo de todo o processo.
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4.0bjetivo

O objetivo geral deste trabalho de investigacdo € o desenvolvimento e otimizacdo de uma
metodologia com recurso a MEPS para a detecdo da pregabalina em fluidos biologicos

recorrendo a cromatografia liquida acoplada a um detetor de fluorescéncia.
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5.Materiais e Métodos

5.1 Padroes e Reagentes

e Acetonitrilo PROLABO® (HPLC-grade), Enzymatic (Santo Antao do Tojal, Portugal);
e Acido Formico (CHOOH) (pro-analysis), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);
e Acido Fosférico (H;POs) PROLABO®, VWR International (Carnaxide, Portugal);

o Agua desionizada Milli-Q;

e Cloroférmio (pro-analysis), Enzymatic (Santo Antdo do Tojal, Portugal)

e Hidroxido de aménio (NH4OH) (pro-analysis), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);
e Isopropanol, (pro-analysis), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal);

e Metanol LiChrosolv® (HPLC-grade), Enzymatic (Santo Antdo do Tojal, Portugal);
e D-Norvalina (99% de pureza), Merk, VWR (Carnaxide,Portugal);

e Pregabalina a 1 mg/mL em metanol, LGC Promochem (Barcelona, Espanha);

e 4-cloro-7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol (NBD-Cl), Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal)

5.2Instrumentacao

e Balanca analitica da Sartorius S.A. - modelo CP225 (Lisboa, Portugal);

e Bomba de vacuo da GAST - modelo DOA-P505-BN (California, EUA);

e Camara de refrigeracao (a 4°C) da Dagard Ibérica (Odivelas, Portugal);

e Centrifuga Heraeus Multifuge I1S-R- Thermo Electron Corporation (Lisboa, Portugal);

e Filtros de membrana de Nylon da Pall Corporation, VWR Internacional (Carnaxide,
Portugal);

¢ Medidor de pH da Metrohm - modelo 744, Soquimica (Lisboa, Portugal);

e Micropipetas automaticas da Gilson (volumes maximos de 20, 200, 1000 e 5000uL),
VWR Internacional (Carnaxide, Portugal);

e Placa de agitacdo magnética da J.P. Selecta - modelo ASINCRO, ILC (Porto, Portugal);

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Advantage A10® system da Milipore (Amadora,
Portugal);

e Sistema de ultra-som da Elma - modelo Transonic 460/H, VWR Internacional
(Carnaxide, Portugal);

e Vortéx Mixer da Labnet International - modelo 230V, VWR Internacional (Carnaxide,

Portugal);

e Seringa MEPS (250 pL) da SGE - Analytical Science (Australia) adquirida a ILC (Porto,
Portugal);

e Coluna MEPS M1 da SGE - Analytical Science (Australia) adquirida a ILC (Porto,
Portugal);
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5.3 Preparacao de solucoes

A solucao padrao de trabalho de pregabalina foi preparada por diluicao com metanol, a partir
da solucao em stock referida anteriormente (1 mg/mL). A concentracao utilizada foi de 100
pg/mL. No caso do padrao interno, foi utilizada como solucao de trabalho uma solucao a
preparada uma 10 pg/mL. Para preparar esta solucao, foi preparada inicialmente uma solucao
mae de norvalina a Tmg/mL, pelo que foi pesado 1 mg de norvalina e dissolvido em metanol
que foi adicionado até perfazer o volume final de 1 mL. A solucdo padrdao de trabalho de

norvalina foi preparada por diluicdo com metanol, a partir desta solucao de 1 mg/mL.
Todas as solucdes foram armazenadas a 4 °C, em frascos de vidro ambar ao abrigo da luz.

Acido cloridrico 0.1 M (10mL): Pipetou-se 84uL de acido cloridrico para um baldo
volumétrico de 10mL de capacidade contendo 5mL de agua Milli-Q. Adicionou-se agua Milli-Q

até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversao. A solucao foi armazenada a 4°C.

Acido férmico (CHOOH) 0.1% em agua (10mL): Pipetou-se 10uL de &acido formico para um
balao volumétrico de 10mL de capacidade contendo 5mL de agua Milli-Q. Adicionou-se agua
Milli-Q até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversdo. A solucdo foi armazenada a
4°C.

Acido férmico (CHOOH) 1% em agua (100mL): Pipetou-se 1mL de acido formico para um
balao volumétrico de 100mL de capacidade contendo 50mL de agua Milli-Q. Adicionou-se agua
Milli-Q até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversao. A solucdo foi armazenada a
4°C.

Acido formico (CHOOH) 1% em 10% de isopropanol em agua (10mL): Pipetou-se 100uL de
CHOOH e 1mL de isopropanol para um baldo volumétrico de 10mL de capacidade contendo
5mL de agua Milli-Q. Adicionou-se agua Milli-Q até perfazer o volume e homogeneizou-se por

inversao. A solucao foi armazenada a 4°C.

Acido Férmico (H;PO,) 10mM (1L): Para um volume final de 1L foram adicionados 678uL de
acido férmico. Adicionou-se agua Milli-Q até perfazer o volume do baldo e homogeneizou-se

por inversao. A solucao foi armazenada a 4°C.

Fosfato de Potassio (KH,PO,) 0,1M (100mL): Para um volume final de 100mL foram
adicionadas 1,36 g de fosfato de potassio. Adicionou-se agua Milli-Q até perfazer o volume do

balao e homogeneizou-se por inversao. A solucao foi armazenada a 4°C.
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Hidroxido de aménio (NH,OH) 2% em metanol (10mL): Pipetou-se 200uL de NH,OH para um
balao volumétrico de 10mL de capacidade contendo 8mL de metanol. Adicionou-se metanol

até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversao. A solucdo foi armazenada a 4°C.

Hidroxido de amoénio (NH,OH) 1% em acetonitrilo:metanol (1:1) (10mL): Pipetou-se 100uL
de NH,OH para um balao volumétrico de 10mL de capacidade contendo partes iguais de uma
solucdo de actonitrilo: metanol até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversdo. A

solucao foi armazenada a 4°C.
5.4 Matriz biolégica

A matriz utilizada no presente trabalho foi plasma humano proveniente do excedente de
transfusdes sanguineas que se encontravam fora do prazo do Instituto Portugués do Sangue e
da Transplantacao (Centro de Coimbra). Estas amostras foram armazenadas a -21 °C até a sua

utilizacao.
5.5 Sistema cromatografico e de detecao

Para a otimizacéo e validacdao do método foi utilizado um sistema de ultraperformance UPLC
(1290) com bomba binaria e injetor automatico da Agilent Technologies (Soquimica, Lisboa,
Portugal). O sistema cromatografia liquida foi acoplado a um detetor de fluorescéncia modelo
1260 Infinity da Agilent Technologies (Soquimica, Lisboa, Portugal Os compostos foram
separados utilizando uma coluna de fase reversa Zorbax 300 SB-C18 (3,5 ym, 4,6 x 100 mm

i.d.) da Agilent Technologies (Soquimica, Lisboa, Portugal).
5.6 Condic6es cromatograficas

No sistema UPLC-FLD, a separacdo dos compostos foi realizada em modo isocratico com
recurso a uma fase movel de acido fosforico 10 mM e acetonitrilo numa proporcdo 60:40 (v/v)

e com um pH de 2.4.

A fase movel foi filtrada e desgaseificada num banho de ultrassons, durante 15 minutos.
A solucao foi armazenada a 4°, e antes da sua utilizacao permitiu-se que esta atingisse a

temperatura ambiente.

O fluxo aplicado foi de 1TmL/min a uma temperatura de 25°C. O volume de injecdo utilizado
foi de 20 pyL e a temperatura do injetor automatico manteve-se constante a 4°C. O
comprimento de onda de emissao escolhido ap6s otimizacao foi de 531nm e o de excitacao foi

de 460nm, tendo a corrida cromatografica uma duracao de 12 minutos.
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6.Resultados e discussao

6.1 Otimizacado dos pardmetros cromatograficos

Com vista a alcancar uma boa resolucdo do pico cromatografico a detetar, torna-se
fundamental a otimizacao de uma série de parametros como sao a fase mdvel e as condicoes
do detetor. Quanto a otimizacdo da fase movel, foi feita inicialmente uma selecdao de
algumas fases moveis com base na literatura publicada sobre a determinacédo de pregabalina,
com vista a experimentar varias fases moveis até obter uma boa resolucdo cromatografica.
Inicialmente, o analito foi injetado isoladamente de forma a conhecer qual o tempo de
retencdo e o comprimento de onda de emissdao e excitacdo 6timo para o analito. Numa

segunda fase, injetou-se, juntamente com o analito com padrao interno.

Inicialmente, foi usada a fase movel composta por 0,1% de acido formico em agua e metanol,
numa proporcio de (40:60), proposta por Karavadi et al., “”. As condicdes utilizadas foram
um fluxo de 0,7 mL/min e uma temperatura de coluna de 40°C. Utilizando o detetor de

fotodiodos (DAD) nao se obteve qualquer tipo de resposta.

Dada esta falta de resultados, recorreu-se a proposta de Martinc et al., “® onde propdéem a
utilizacdo de um detetor de fluorescéncia em prol do DAD e a utilizacdo de uma fase movel
composta por 0,2% de trietilamina em metanol e agua numa proporcdo 10:90 e como reagente
de derivatizacdo a fluorescamina. Na falta de fluorescamina no laboratorio, utilizou-se outro
reagente de derivatizacao o orto-ftalaldeido (OPA). As condicdes utilizadas foram um fluxo de
1mL/min e uma temperatura de 40°C. Com esta tentativa também n&do se obteve nenhum

pico referente a pregabalina.

Visto que nao se conseguiu obter resultados com o reagente de derivatizacado referido

¥ onde referem como reagente

anteriormente, seguiu-se uma proposta de B. Martinc et al.,
de derivatizacdo o 4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-Cl). Utilizando uma fase mavel
proposta por Chen et al., “ composta por 10mM de acido fosférico e acetonitrilo, adaptando
a proporcao da fase movel para (60:40), com um fluxo de 1mL/min e uma temperatura de
25°C, obtivemos resultados satisfatorios que se encontram representados na figura 7

permitiram assim passar a fase seguinte da pratica experimental.
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Figura 7 - Cromatograma relativo a pregabalina a concentracdo de 100 pg/mL (tempo de retencao de 9
minutos)

O primeiro pico corresponde a representacao da frente de solvente.

Quanto a otimizacao do comprimento de onda de excitacdo e de emissao com as condicoes
referida no paragrafo anterior, chegou-se a conclusao que o sinal era maior quando utilizado
um comprimento de emissao de 531nm e um comprimento de excitacdo de 460nm. Ficando

assim estas condicdes pré-definidas no detetor de fluorescéncia para os seguintes ensaios.

Relativamente a escolha de padrédo interno. Este deve ser uma substancia com caracteristicas
fisico-quimicas o mais proximo possivel dos analitos que se pretendem analisar, para que o
seu comportamento durante todo o processo seja semelhante, e principalmente, deve-se
assegurar que este composto ndao esta presente na matriz biologica conseguindo assim
controlar a reprodutibilidade da analise.

Nesta dissertacdo comecamos por experimentar alguns padroes existentes no laboratorio, que
devido a sua estrutura poderiam ser candidatos a padrdao. Como por exemplo 10,11-
dihidrocarbamazepina, promazina, cetoprofeno e protriptilina. Nao obtendo nenhum
resultado com estes padrées, e recorrendo a literatura, recorreu-se a proposta de Vermeij et

“2) que propunha a norvalina como padrdo interno. Norvalina é um aminoacido com a

al.,
seguinte formula quimica CsH{{NO,. Trata-se de um isomero do aminoacido valina mais
comum. Como a maioria dos outros a-aminiacidos, a norvalina é quiral. ®" Apés analise
verificAmos que a norvalina apresentava um bom pico cromatografico, como podemos
verificar na figura 8, com o pico de norvalina a sair aos 4 minutos, pelo que ficou definido

como o padrao interno para esta dissertacao.

72


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vermeij%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15380728

A
o) ?@@‘&
&
o]

O

T T T T T
2 4 6 8 0

0
Figura 8 - Cromatograma relativo a norvalina a concentracdo de 10 pg/mL ( tempo de retencdo de 4
minutos)

6.2 Otimizacao das condicdes de derivatizacao

As condicoes de derivatizacao foram igualmente otimizadas, pelo que consultando a literatura

seguiram-se as indicacdes propostas por Martinc et al., ®®" sendo estas:

Adicionar 0,2 mL da amostra e 0,2 mL de solucao tampéo que consiste em 0,620 g de acido
borico e 0,750 g de cloreto de potassio foram dissolvidos com 100 ml de agua. O pH foi
ajustado para 9,5 com solucao de hidréxido de sodio 0,1 N e o volume foi completado até 200
ml com agua. Segue-se a adicao de 0,1 mL de solucao de NBD-Cl. A mistura foi aquecida a
80-C durante 10 minutos em banho-maria termostatizado. De seguida foi arrefecida com gelo
e acidificada com 0,2 mL de solucdo 0,1 N de HCl. O derivado foi extraido com 5 ml de

cloroférmio com agitacdo em vortex.

Otimizando as condicées de derivatizacdo referidas no paragrafo anterior chegou-se a

seguinte proposta.

e Juntar 0,1 mL da matriz, com 0,1mL do tampao. Inicialmente foi usado 0,1M de
K2P04 a pH 7, mas apos otimizacéo foi substituido por acido férmico a 1%;
e Adicionar 0.05mL de NBD-Cl;

Aquecer a mistura a 75°C (temperatura otimizada como se pode ver na comparacao da figura
9 e 10) durante 10 minutos (tempo este também devidamente otimizado). A temperatura de
derivatizacdo foi assim otimizada juntamente com o tempo necessario para que a
derivatizacdao ocorre-se. Conjugando estas duas varidaveis a melhor relacao

temperatura/tempo foi a de 75°C/10 minutos.
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Para a otimizacao dos parametros temperatura/tempo foi estudado um intervalo de de

temperatura de 70 a 85°C e um intervalo de tempo de 5 a 20minutos, em triplicado.
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Figura 9 - Cromatograma relativo a norvalina e pregabalina as concentracées de 10 e 100 ug/mL
respetivamente apos derivatizacao a 70 °C.
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Figura 10 - Cromatograma relativo a norvalina e pregabalina as concentracées de 10 e 100 pg/mL
respetivamente apos derivatizacao a a 75 °C.
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De seguida a mistura foi arrefecida com gelo e acidificada com 0.1mL de HCL 0.1M;
ApOs derivatizacdo, a pregabalina foi extraida com cloroféormio. Nesta etapa fez-se
igualmente uma otimizacdo, de forma a verificar um aumento da area obtida e uma
diminuicao do volume de solvente de extracao. Por comparacao das figuras 11 e 12,
verificou-se, que a extracdao com 2,5 mL de cloroférmio foi mais eficaz que a extracao
onde sao utilizados 5 mL de cloroféormio. Para esta extracao, a mistura foi agitada
durante 15 minutos em rolos e posteriormente centrifugada durante 3 minutos a 3500
rpm.



e Finalmente, o cloroformio foi evaporado sob corrente de azoto e o extrato foi

resuspendido em 100pL de fase mdvel para posterior analise.
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Figura 11 - Cromatograma relativo a pregabalina a concentracao de 10 pg/mL apos derivatizacdo a 75 °C
e posterior extracdo com 5 mL de cloroférmio
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Figura 12 - Cromatograma relativo a pregabalina a concentracao de 10 pyg/mL apos derivatizacao a 75 °C
e posterior extracao com 2,5 mL de cloroférmio

6.3 Otimizacao do processo de extracao

Com o objetivo de minimizar o niUmero de interferentes e aumentar a eficacia do processo
analitico, foi utilizada, como referido anteriormente a técnica extrativa de microextracdo em
seringa empacotada. Foram efetuadas experiéncias quer com colunas do tipo modo misto
(M1-Cg/SCX), quer com colunas de fase reversa (Cqg), forma a verificar qual apresentava maior
eficiéncia de extracdo. Previamente ao processo de extracdo por MEPS, procedeu-se ao pré-
tratamento da amostra utilizando o seguinte protocolo:
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1) 200 pL de amostra + 3mL de Acido Formico 1%
2) Adicao de 20 pL de pregabalina a 100 pg/mL
3) Agitacao por movimentos de inversao/rotacao (10 min)

No final do processo extrativo foi adicionado o padrao interno (20 pL de norvalina a uma

concentracao de 10 pg/mL).

Nas tabelas 7 e 8 estdo representadas os protocolos utilizados nas diferentes técnicas
experimentais para a otimizacao da técnica MEPS, quer com colunas M1, quer com colunas
C18.
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Tabela 7 - Protocolos de extracao utilizados para otimizacdo da técnica MEPS com as colunas M1 (n=3)
Técnica

Acondicionamento

Aspiracoes

Lavagem

Eluicao

150 pL metanol

Lavagem antes da

seguinte extracao

4 vezes 100 pL 1%
NH4OH em
100 pL 1% 4 vezes 100 pL .
acetonitrilo: metanol
= 16 vezes HCOOH em (5% 3% NH4OH em (1:1)
(150 pL) isopropanol em acetonitrilo: :
i 4 x 100 pL 1% HCOOH
150 pL 2% HCOOH agua) metanol (1:1)
] em 10%
em agua )
isopropanol:agua
4 x 100 pL 1% NH,OH
150 pL metanol 100 pL 1% em acetonitrilo:
4 vezes 100 pL
16 vezes HCOOH em (5% metanol (1:1)
T2 3% NH4OH em
(150 pL) isopropanol em ol
metano
4 4 vezes 100 pL 1%
150 L 2% HCOOH ) H
, HCOOH em 10%
em agua ,
isopropanol:agua
4 vezes 100 pL 1%
4 vezes 100 pL NH4OH em
150 pL metanol 100 pL 1%
1% NH,OH em acetonitrilo: metanol
16 vezes HCOOH em (5%
T3 (1:1)
(150 pL) isopropanol em il
150 ul. 2% HCOOH agua) acetonitrilo: 4 vezes 100 pL 1%
H ° metanol (1:1) HCOOH em 10%
em agua )
isopropanol:agua
4 vezes 100 pL 1%
NH4OH em
150 pL metanol 100 pL 1% .
4 vezes 100 pL acetonitrilo: metanol
16 vezes HCOOH em (5%
T4 1% NH4OH em (1:1)
(150 pL) isopropanol em
; metanol 4 vezes 100 pL 1%
150 pL 2% HCOOH agua)
. HCOOH em 10%
em agua ,
isopropanol:agua
4 vezes 100 pL 1%
NH4OH em
150 pL metanol
4 vezes 100 pL
16 vezes 100 pL 0,1%
T5
(150 pL)

150 pL 0.1%

HCOOH em agua

HCOOH em agua

1% NH4OH em

metanol

acetonitrilo: metanol
(1:1)
4 vezes 100 pL 1%
HCOOH em 10%

isopropanol:agua
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Tabela 8 - Protocolos de extracdo utilizados para otimizacdo da técnica MEPS com colunas Cyg (n=3)
Eluicéo Lavagem antes da
Técnica | Acondicionamento |Aspiracdes Lavagem seguinte extracio
4 vezes 100 pL 0,1%
NH4OH em
150 WL metanol 100 pL 0,1% 4vezes 100 L 0,1% acetonitrilo:metanol
16 HCOOH em NH4OH (1:1)
T vezes (5% em
(150 pL) . acetonitrilo:metanol
isopropanol (1:1) 4 vezes 100 pL 0,1%
150 pL de agua em agua) ’ HCOOH em
isopropanol:agua (9:1)
4 vezes 100 pL 0,1%
NH4OH em
150 pL metanol 100 pL 0,1% acetonitrilo:metanol
16 vezes HCOOH em 4 vezes 100 pL 0,1% (1:1)
T2 (150 L) (5% NH40H em
150 UL 2% NH.OH H isopropanol em metanol 4 vezes 100 pL 0,1%
gm é° ua 4 em é&gua) HCOOH em
& isopropanol:agua (9:1)
4 vezes 100 pL 0,1%
NH4OH em
150 pL metanol 100 pL 0,1% acetonitrilo:metanol
16 vezes HCOOH em 4 vezes 100 pL 0,1% (1:1)
T3 (150 L) (5% NH40H em
150 L 2% NH.OH H isopropanol em acetonitrilo 4 vezes 100 pL 0,1%
zm éo ua 4 em é&gua) HCOOH em
g isopropanol:agua (9:1)
4 vezes 100 pL 0,1%
NH4OH em
12D b el 100 pL 0,1% acetonitrilo:metanol
16 vezes HCOOH em (1:1)
T4 (150 L) (5% 4 vezes 100 pL metanol
150 UL 2% NH.OH H isopropanol 4 vezes 100 pL 0,1%
Zm é° ua 4 em agua) HCOOH em
& isopropanol:agua (9:1)
4 vezes 100 pL 0,1%
o NH4OH em
150 pl metanol 100 WL 0,1% 4 vezes 100 pL 0,1% acetonitrilo:metanol
HCOOH em
5 16 vezes (5% NH40H em (1:1)
(150 pL) . 0 acetonitrilo:metanol
150 UL 0.1% NH.OH isopropanol (3:7) 4 vezes 100 pL 0,1%
uem’é oua 4 em agua) ’ HCOOH em
8 isopropanol:agua (9:1)
4 vezes 100 pL 0,1%
NH4OH em
150 pL metanol 100 pL 0,1% acetonitrilo:metanol
16 vezes NH40Hem 4 vezes 100 pL (1:1)
Té6 (150 L) (5% metanol:0.1% HCOOH
150 ul 0.1% H isopropanol | em acetonitrilo (60:40) 4 vezes 100 pL 0,1%
NH4OH“em’é ua em agua) HCOOH em
g isopropanol:agua (9:1)
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Para avaliacdo posterior, os resultados foram expressos em termos de média e desvio padrao
da razado area da pregabalina/area padrdo interno. Estes resultados encontram-se para

consulta no Anexo 3.

ApOs a analise dos mesmos, concluiu-se que a coluna a utilizar é a coluna de modo misto (M1)
e a técnica sujeita ao desenho experimental (DOE) é a técnica nimero cinco. Desta forma, a
técnica numero cinco foi ainda sujeita a estudo com recurso ao desenho experimental na

tentativa de aumentar ainda mais a recuperacao da pregabalina.
6.4 Desenho experimental

Com base no desenho experimental (DOE) procedeu-se a otimizacao do processo de extracéo.
Como ja foi referido anteriormente, esta ferramenta estatistica é utilizada para a selecao dos
valores referentes a cada fator, de modo a maximizar a informacdo sobre os parametros da

(43)

equacao “?. O tratamento dos resultados foi realizado com recurso ao programa estatistico

MINITAB®, versao 17.

Os fatores analisados durante o estudo do DOE foram o nimero de aspiracbes, o volume de
lavagem do sorbente, a percentagem de acido féormico utilizada na solucao de lavagem, o
nimero de eluicbes e a percentagem de hidroxido de aménio presente na solucao de eluicéo.
Para a avaliacdo das interacOes entre estes fatores foi realizado um planeamento fatorial
fracionado (2k-1) com controlo por ponto intermédio (em triplicado). Quando comparada com
uma avaliacdo univariada, esta abordagem permite uma diminuicdo no nidmero total de
experiéncias, ja que pelo recurso a um planeamento fatorial é possivel avaliar de forma
simultanea os efeitos de um elevado nimero de variaveis a partir de um nimero reduzido de

ensaios experimentais.

Apresenta-se, na tabela 9 a matriz experimental utilizada neste trabalho os resultados

expressos como a area de reposta calculada, tendo por base a seguinte razio:

’ . area da pregabalina
area relativa ou resposta = ——.
area da norvalina
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Tabela 9 - Matriz experimental e resultados das extracées do DOE
Ordem da Aspiracdes Percentagem Volume Percentagem Numero Resposta

experiéncia (150 pL) de Acido de de Hidroxido de
féormico lavagem de amoénio eluicoes
(ML) (200
L)

2 30 0,1 20 0,1 2 0,037
19 20 1,55 135 1,55 6 0,037
13 10 3 20 3 10 0,061
11 10 0,1 250 3 10 0,049
7 10 3 250 3 2 0,030
15 10 3 250 0,1 10 0,022
1 10 0,1 20 3 2 0,046
16 30 3 250 3 10 0,034
3 10 0,1 250 0,1 2 0,048
12 30 0,1 250 0,1 10 0,037
4 30 0,1 250 3 2 0,037
8 30 3 250 0,1 2 0,043
5 10 3 20 0,1 2 0,066
14 30 3 20 0,1 10 0,068
6 30 3 20 3 2 0,056
10 30 0,1 20 3 10 0,058
17 20 1,55 135 1,55 6 0,050
18 20 1,55 135 1,55 6 0,045
9 10 0,1 20 0,1 10 0,056

A resposta foi obtida como a razdo entre a area absoluta do pico de pregabalina e a area do

pico do padrao interno que foi adicionado no fim de cada extracao.

Com base na resposta obtida, encontra-se abaixo representado o diagrama de Pareto

(figura 13) obtido pela analise dos resultados.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Response, o = 0.05)

Term 4303
|
B | Factor MName
BC | A Aspiragdes
o : B Vol. Lavagem (uL)
1 C % HCOOH na lavagem
AC : D Ne de elui¢tes
cD ! E % NH4OH na Eluicdo
DE :
CE :
AD :
D 1
1
AB :
C 1
1
A 1
1
AE :
BE !
1
E 1
1
0 1 2 B 4 5 6

Standardized Effect

Figura 13 - Diagrama de Pareto ilustrando os fatores que influenciam o processo de extracao para a
pregabalina
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Na figura 13 estao contemplados os efeitos de cada um dos fatores e interacoes entre eles por
ordem decrescente de magnitude. Os fatores que ultrapassam a linha tracada (nivel de
significancia de 5%) no grafico sdo denominados estatisticamente significativos, podendo

assim concluir que tém influéncia na resposta.

Analisando o diagrama, chegamos a conclusao de que o Unico fator que apresenta significado
estatistico (nivel de confianca de 95%), capaz de alterar a resposta final, € o volume de

lavagem que, como podemos constatar, ultrapassa a linha estabelecida como o limite.

A anadlise feita a partir do diagrama de Pareto pode ser complementada com o diagrama dos

efeitos principais representado na figura 14.

Main Effects Plot for Response
Fitted Means

Aspiragées Vol. Lavagem (ul) |% HCOOH nalavagem N° de eluiges % NH40H na Eluicio Point Type

—a— Corner
—m— Center

0.055

0.050

0.045 B — '/. M

Mean of Response

0.040

0.035

Figura 14 - Grafico dos efeitos principais para a pregabalina

Ao analisar o grafico anterior, relativo aos efeitos principais da pregabalina, verificamos que
o nUumero de aspiracdes, as percentagens de acido formico, do hidroxido de amonio e o
nimero de eluicoes ndo apresentam significancia estatistica, a linha dos efeitos médios nao
apresenta declive acentuado. Esta situacdo ndo é observada no parametro volume de
lavagem, onde se obtém maior resposta com um volume de 20 pL do que com um volume

superior (250 pL).

A influéncia na resposta originada pelas interacoes entre os varios fatores também foi

estudada. Este resultado encontra-se representado na figura 15.
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Interaction Plot for Response
Fitted Means

Aspiragies “Vollavagem Vol

— . Lavagem Point Type
0.05 —— 20 Corner
| ] ] 135 Center
0041 o — — — & —— 250 Corner
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D ~ na | Point Type
0.05 . — Y —— 0.10 Comer
O.b-]\. .\h ] 155 Center
0.04 AN —— 3.00 Comer

Bepiragies *N° de ebiigh Vol lavagem® Nede ehig SLHCOOH na | *Nede elich N° de
elui¢d Point Type

.
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Figura 15 - Grafico representativo das interagoes entre os varios parametros para a pregabalina

Com a ajuda da figura 15 (Interaction Plot) foi possivel avaliar as interacbes que duas
variaveis independentes tém uma com a outra, quando as duas variaveis se cruzam. Por
interpretacao e reforcando a resposta obtida pelo grafico de Pareto, podemos afirmar que
existe interacao entre o volume de lavagem e a percentagem de acido formico. Foi
igualmente possivel avaliar que existem mais interacdes entre os fatores representados no

grafico, mas nado sao estatisticamente significativos.
6.5 Superficie de resposta

Tendo em conta que o desenho experimental ndo foi conclusivo, devido a existéncia de
interacoes entre os fatores, procedeu-se, de seguida com a realizacdo da superficie de
resposta (RSM), um modelo bioestatistico utilizado, quando a resposta é influenciada por
vérios fatores e se pretende realizar uma otimizacdo da mesma “». Com apoio do programa
Minitab® v.17, criou-se uma matriz experimental sendo que as variaveis utilizadas foram as
mesmas utilizadas no desenho experimental (nUmero de aspiracdées, nimero de lavagens,
percentagem de acido formico, nimero de eluices e percentagem de hidroxido de aménio).
No entanto, na superficie de resposta, utilizou-se um planeamento fatorial, com pontos
extremos e ponto intermédio em triplicado. Na tabela 10 encontra-se representada a matriz

utilizada.
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Tabela 10 - Matriz experimental e resultados das extracoes do RSM.

Ordem da Numero Percentagem Volume Percentagem Numero Resposta
experiéncia de de Acido de de Hidroxido de
aspiracdées formico lavagem de amoénio eluicées
(150 pL) (ML) (200 pL)

26 11 1,55 365 1 10 0,046
27 11 -1,35 135 1 10 0,031
30 11 1,55 135 1 18 0,078
33 11 1,55 135 1 10 0,108
25 11 1,55 -95 1 10 0,118
24 21 1,55 135 1 10 0,063
29 11 1,55 135 1 2 0,047
23 1 1,55 135 1 10 0,038
31 11 1,55 135 -1 10 0,056
28 11 4,45 135 1 10 0,048
32 11 1,55 135 3 10 0,047
5 6 3 20 0 6 0,087
6 16 3 20 2 6 0,085
2 16 0,1 20 0 6 0,071
14 16 3 20 0 14 0,081
16 16 3 250 2 14 0,045
11 6 0,1 250 2 14 0,073
4 16 0,1 250 2 6 0,067
13 6 3 20 2 14 0,107
22 11 1,55 135 1 10 0,054
9 6 0,1 20 0 14 0,055
8 16 3 250 0 6 0,025
12 16 0,1 250 0 14 0,047
15 6 3 250 0 14 0,021
10 16 0,1 20 2 14 0,098
19 11 1,55 135 1 10 0,070
20 11 1,55 135 1 10 0,087
1 6 0,1 20 2 6 0,071
7 6 3 250 2 6 0,052
17 11 1,55 135 1 10 0,052
21 11 1,55 135 1 10 0,072
3 6 0,1 250 0 6 0,025
18 11 1,55 135 1 10 0,059

Nota: Todos os valores apresentados na tabela com valor negativo, foram assumidas como sendo zero.

A resposta foi obtida como a razdo entre a area absoluta do pico de pregabalina e a area do
pico do padrao interno que foi adicionado no fim da extracao. Com base nessa resposta, sao
apresentados nas figuras 16-26 os graficos de superficie de resposta obtidos em funcédo das

variaveis em estudo.
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Figura 16 - Countour Plot da pregabalina
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Figura 17 - Grafico de Superficie - Percentagem
de amonia na eluicao, vs. nimero de eluicdes
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Figura 18 - Grafico de Superficie - Percentagem
de amoénia na eluicao vs- percentagem de acido
formico na lavagem
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Figura 19 - Grafico de Superficie - Nimero de
eluicoes vs. percentagem de acido férmico na
lavagem

Surface Plot of Response vs % NH4OH na eluicéo, Vol. Lavagem

Hold Values
Aspiragdes
9% HCOOH na lavagem 155
N° de eluicdes 1

1

9% NHAOH na eluigéo
0 200
Vol.Lavagem

400

Figura 20 - Grafico de Superficie - Percentagem
de amonia na eluicdo vs. volume de lavagem
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Figura 21 - Grafico de Superficie - Nimero de
eluicdes vs. volume de lavagem
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Figura 22 - Gréfico de Superficie - Percentagem
de acido formico na lavagem vs. volume de
lavagem
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Figura 23 - Grafico de Superficie - Percentagem
de amonia na eluicdo vs. nimero de aspiragoes
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Figura 24 - Grafico de Superficie - NUmero de
eluicoes vs. nimero de aspiragoes
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Figura 25 - Gréfico de Superficie - Percentagem
de acido formico na lavagem vs. niumero de
aspiracoes
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Figura 26 - Grafico de Superficie - Volume de
lavagem vs. nimero de aspiracdes

Pela interpretacao dos graficos de RSM, apresentados anteriormente, podemos verificar que o

modelo bioestatistico mostrou resultados bastante satisfatorios, uma vez que, se obtiveram

graficos com curvas de resposta bastante acentuadas. Desta forma, recorreu-se a avaliacao

dos coeficientes de correlacao superficie de resposta e construi-se um grafico da resposta da

pregabalina em funcao da condicao 6tima para cada variavel (figura 27).
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Figura 27 - Grafico da solucdo compromisso Otima para a pregabalina (y, resposta esperada; cur,
condicao otimizada)

Pela analise da figura 27, podemos inferir as condicbes 6timas para cada fator (niUmero de
aspiracdes, nimero de lavagens, percentagem de acido férmico, niumero de eluicbes e
percentagem de amdnia). Com estas condicbes foi efetuado um ensaio em triplicado destas
condicdes para comprovar que a resposta teorica (y, figura 27) é igual a resposta real obtida

pela extracao por MEPS (tabela 11).

Tabela 11 - Inexatidao ou erro relativo médio da area esperada e obtida para a solucdo compromisso
otima da extracao da pregabalina

Pregabalina (PGB)

Resposta Esperada 0.110
Resposta Obtida 0.105 +/- 0.015
Inexatidao -4.88%

* Resultados expressos como média +/- desvio padrao

Com os resultados anteriormente apresentados foi calculado o erro relativo médio (BIAS), que

avalia a inexatiddo de um  método, utilizando a  seguinte  formula:

resposta obtida—resposta esperada «

Inexatidio = 100.

resposta esperada

Ao comparar a area esperada com a area observada experimentalmente com recurso ao erro
relativo médio, observa-se que os valores reais se aproximam dos teoricos. Pois, o valor do

BIAS é aceitavel se for inferior a +15%.
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Posto isto, concluimos que a otimizacao da técnica de extracao de pregabalina com o recurso

a MEPS encontra-se finalizada, podendo assim afirmar que, as condicoes finais de extracao
sao:
1. Aspiracédo e acondicionamento - 150uL de metanol + 150pL de 0,1% HCOOH em agua;
2. Aspiracoes - uma aspiracao (150pL);
3. Lavagem - Sem lavagem;
4. Eluicao - 18vezes 200pL de 2% NH4OH em metanol;
5. Reutilizacao do sorbente - 4 vezes 100pL de NH,OH em acetonitrilo:metanol (1:1) e 4

vezes 100pL de 1% HCOOH em 10% de isopropanol em agua.

Como resultado final, utilizando estas condicoes de extracao anteriormente descritas
obtivemos o seguinte cromatograma, em baixo representado na figura 28, sendo que o

primeiro pico corresponde a Norvalina e o segundo corresponde a pregabalina.

ADIA B Hr3l (MOTRAMEDWNIRAINNAIA51618435X LI

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 o |

Figura 28 - Cromatograma obtido para a pregabalina a 100 ug/mL e a norvalina a 10 pg/mL usando as
condic¢des finais de extracao.
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7.Perspetivas futuras e conclusées

A epilepsia inclui doentes de todas as idades e de ambos os sexos. Um seguimento
farmacoterapéutico adequado e a minimizacao dos efeitos secundarios podem prevenir crises

epiléticas, aumentando assim o bem-estar do doente.

Com o fim de alcancar o objetivo proposto e anteriormente referido neste relatorio, propoe-
se um método de facil e rapida execucdo, baseado na microextracdo e analise por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detetor de fluorescéncia para a
determinacao de pregabalina em amostras de plasma. Esta metodologia traduz-se num
esforco de tentar melhorar a qualidade de vida dos doentes que estejam a ser medicados com

pregabalina.

Para a otimizacdo desta metodologia foi utilizado o desenho experimental. Este mostrou ser
uma ferramenta bastante Util na otimizacdo, diminuindo consideravelmente o nimero de

experiéncias a efetivar, conduzindo assim a uma poupanca de tempo e reagentes.

A superficie de resposta revelou também ser uma excelente ferramenta na otimizacdo da
extracdo. Visto que, como se detetou uma interacdo significativa no DOE foi necessario a
utilizacdo de um modelo bioestatistico capaz de otimizar uma resposta, mesmo estando esta
influenciada por varios fatores.

A juncao destas duas ferramentas conduziu a uma resposta otima (teorica), que foi testada

experimentalmente, obtendo um valor de inexatidao de 4,88%.

Posto isto, € possivel afirmar que, a técnica de extracdo proposta pode resultar numa
poderosa ferramenta no ambito da monitorizacao terapéutica, na pratica clinica, conseguindo

oferecer uma resposta rapida ao doente sujeito a esta analise.

E de salientar ainda que, este é o primeiro estudo que permite identificar a pregabalina em
amostras de plasma com recurso a MEPS.
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Anexo 1

18/6/2014 Gmail - Laevolac 500ml

Laevolac 500ml

farmacia vitoria fundanense farmacia vitoria

<farmaciavitoriafundanense@gmail.com>
Para: farmacovgilancia@infarmed.pt, ines.pereira@ferrazlynce.pt

Bom dia,

11 de Junho de 2014 as
13:06

Em anexo envio o boletim de farmacovigilancia devidamente preenchido a reportar um "sabor a plastico" do

xarope, relatado pelo utente.

Cumprimentos,
Victor Almeida

2 anexos
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500K

*1

https://mail.g oog le.com/mail /w/0/?ui=28ik=4ad9fc3376&view= pt&search=sent&msg= 1468ad24c70d39db&siml = 1468ad24¢70d39db
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94

Gmail

b G000l

Notificagdo de Defeito de Qualidade

farmacia vitoria fundanense farmacia vitoria
<farmaciavitoriafundanense@gmail.com>
Para: infarmed@infarmed.pt

18 de Junho de 2014 as
17:41

Exmos Senhores,

Vimos por este meio notificar o aparecimento de uma pilha dentro do blister de comprimidos efervescentes
de Fluimucil.

Em anexo segue o formulario de notificagdo de defeito e qualidade devidamente preenchido.Com os melhores
cumprimentos,

Victor Almeida

001.jpg
317K

https://mail.g oogle.com/mail /u/0/?ui=2&ik=4ad9fc3376&view= pt&search=sent&ms g = 146afdaa86238f2&siml = 146afdaa86238ff2

n



Anexo 2

MINISTERIO DA EDUCACAO D G E St E
EQENCIA

Diregao-Geral dos Estabelecimentos Escolares
Dirego de Servicos da Regido Centro

@ GOVERNO DE
% PORTUGAL

4 £
@ Agrupamento de Escolas do Fundéo ]

Eco-Escolas

CERTIFICADO

Certifica-se que Victor Barros Almeida, dinamizou a Sessio de
sensibilizacdo para evitar desperdicios de medicamentos no dmbito
do projeto Valormed, no dia 14 de maio, aos alunos do 1° e 2° anos
de escolaridade, na Escola Bdsica de Santa Teresinha.

Funddo, 17 de junho de 2014

=AY

. ) .
(/ﬂrmanc[%[ Ferreira Anacleto)
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Anexo 3

Colunas M1 Técnica 1 Técnica 2 Técnica 3 Técnica 4 Técnica 5
A B C A B C A B C A B C A B C
Pregabalina 9,269 | 6,971 | 9,004 [11,703] 8,444 | 3,975 [ 16,120 14,547 (13,397 17,877 9,497 [ 18,778 11,104 [ 14,772 14,316
Narvalina 95,739(105,906)106,093{134,103146, 345 59,913 Saturada Saturada 120,479)141,277[156,375
Razdo pregabalina/norvalina| 0,097 | 0,066 | 0,085 | 0,087 | 0,058 | 0,066 Saturada Saturada 0,092 | 0,105 | 0,092
Média 0,083 0,070 Nao calculado Nao calculado 0,096
Desvio padréo 0,016 0,015 Nao calculado Nao calculado 0,007
Coeficiente de Variagdo (%) 18,945 21,586 Nao calculado Nao calculado 7,638
Colunas C18 Técnica 1 Técnica 2 Técnica 3 Técnica 4 Técnica 5 Técnica 6
A B C A B C A B C A B C A B C A B C
Pregabalina 6,584 | 6,669 | 7,230 (11,151 7,547 |10,769| 6,977 | 5,058 | 7,359 | 4,687 | 4,559 | 6,592 | 3,764 | 3,548 | 3,639 | 2,007 | 2,184 |1,092
Narvalina 228,345181,052(213,462)186,197[172,338211,959174,719)180,159[217,471]174,790(187, 318198, 860185, 858[251,913(193,811(238,527234,245)93, 258
Razdo pregabalina/norvalina| 0,029 | 0,037 | 0,034 | 0,060 | 0,044 | 0,051 | 0,040 | 0,028 | 0,034 | 0,027 | 0,024 | 0,033 | 0,020 | 0,014 | 0,019 | 0,008 | 0,009 {0,012
Média 0,033 0,051 0,034 0,028 0,018 0,010
Desvio padrdo 0,004 0,008 0,006 0,005 0,003 0,002
Coeficiente de Variagio (%) 12,189 15,667 17,491 16,169 18,186 17,331
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