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Parte |

Relatorio de Estagio de Farmacia

Comunitaria



Resumo

O presente estagio, mostrou-se como uma oportunidade de adquirir experiéncia em
contexto profissional apds o término da formagao tedrica e pratica, integrada no plano
curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra. Este é um periodo caracterizado por crescimento pessoal nas mais
diversas competéncias profissionais, técnico-cientificas e humanas. Deste modo, procedeu-se
a realizacao de uma analise SWOT, na qual se evidenciam os pontos fortes, pontos fracos, as
oportunidades e as ameagas, que constatei ao longo do periodo de aprendizagem, enquanto

estagiario, na Farmacia de Celas em Coimbra.

Palavras-chave: Analise SWOT, Farmacia Comunitaria.

Abstract

The present internship, appeared as an opportunity to acquire experience in a professional
context, after completing the theoretical and practical program, as part of the Faculty of
Pharmacy of the University of Coimbra’s Pharmaceutical Sciences Master’s Degree curricular
plan. This is a stage characterized by personal growth in a lot of professional, technical,
scientific and human skills. Thusly, a SWOT analysis was made, where the strengths,
weaknesses, opportunities and threats, that were observed during the learning period, as an

intern, at the Farmacia de Celas in Coimbra are displayed.

Keywords: SWOT analysis, Community Pharmacy.
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Introducao

O estagio em Farmacia Comunitaria permite ao estudante do MICF (Mestrado Integrado
em Ciéncias Farmacéuticas) por em prova num contexto profissional, todo o conhecimento
por ele absorvido ao longo da extensao do curso. Além de dar a oportunidade de acompanhar
diariamente a enorme diversidade de tarefas que competem a um farmacéutico comunitario,
este estagio em particular, concede-nos uma visao geral da perspetiva atual em que vive todo
o setor farmacéutico, nomeadamente as farmacias, das suas dificuldades, necessidades e do
nosso hipotético envolvimento neste meio. Esta participagao € de extrema relevancia para o
estagiario, pois geralmente traduz-se num momento de diferenciagao e crescimento pessoal a
nivel técnico-cientifico, social e etiolégico, permitindo a evolugio da pessoa a nivel das
competéncias profissionais e humanas.

O local escolhido para a realizagao deste estagio foi a Farmacia de Celas (FC) em Coimbra,
sob orientacao e tutela da Dra. Claudia Silvestre e a sua equipa. Nesta, executei tarefas desde
a aquisicao e gestao de produtos e medicamentos até a sua dispensa ao utente. De maneira
simplista estive envolvido nas varias fases do ciclo de vida que os medicamentos e outros
produtos dispoem na farmacia. A aprendizagem foi realizada de forma continua, tendo sempre
como foco o utente. Aqui os servicos farmacéuticos destacam-se pela elevada capacidade
técnica e profissional marcando a diferenca com um aconselhamento personalizado e de
exceléncia, de modo a satisfazer as necessidades dos utentes, pois uma vez mais € bom
sublinhar que estes representam a nossa prioridade. Esta filosofia permite por sua vez fidelizar
os utentes, sendo este fator de enorme importancia para a farmacia.

Este relatorio vai ser disposto sob a forma de uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses,
Opportunities, Threats) em que serao considerados fatores internos, ou seja, forgas e fraquezas,
e fatores externos que envolvem por sua vez as oportunidades e ameacas. E com base nesta
ferramenta, que serao apresentados e fundamentados varios pontos pessoais, de forma a

permitir uma correta andlise e avaliagao do modo como o estagio decorreu e foi conduzido.



Pontos Fortes (Strenghts)

|I. Equipa acolhedora, profissional e dinamica

No primeiro contacto com a farmacia fui prontamente recebido num ambiente acolhedor
por todos os elementos da equipa. Foi-me explicado o modo de funcionamento da farmacia,
com a realizagao de uma visita pelas diferentes areas da mesma, culminando com uma breve
elucidagao acerca da atualidade do mundo farmacéutico e da realidade das farmacias. O
empenho, dedicagio e o espirito vivido entre a equipa proporcionaram uma facil integragao
na mesma, fomentando a vontade de aprender com esta, e da obtengao um bom desempenho.
A equipa contém um excelente nivel organizacional, em que cada colaborador sabe as fungoes
as quais esta comprometido.

Um dos aspetos mais relevantes nesta organizagao € a sua filosofia de melhoria continua,
que origina uma dinamica incrivel. A procura pela melhoria tanto ao nivel dos servigos
disponibilizados, como pessoal, permite o crescimento de todos os envolvidos, garantindo um
servigo de qualidade para o utente.

O modo como fui acompanhado, com a constante disponibilidade de todo o pessoal para
responder a duvidas, fornecer explicagdes ou materiais de apoio caso necessario, deu origem
a um ambiente que me foi favoravel a evolu¢io como pessoa e como futuro profissional de

saude.

2. Formacao sequencial — do back office ao balcao de atendimento

O trajeto realizado de forma sequencial permitiu diminuir o choque ao enfrentar uma nova
realidade. Para além desse aspeto, sendo o estagio dividido em 3 fases, abordaram-se todas as
valéncias necessarias para desempenhar cada tarefa, o que se refletiu numa aprendizagem mais
consistente.

Na primeira fase, fiquei encarregue de tarefas relacionadas com o back office, ou seja, gestao
de stocks e prazos de validade, recegao de encomendas, regularizagao e realizagao de notas de
devolugao, arrumacao correta de produtos e medicamentos, exploragao das potencialidades
do SIFARMA 2000°, entre outras. Deste modo tive uma maior percecio de todo o ativo que
entra na farmacia, familiarizando-me com o mesmo, e uma maior compreensao das tarefas e
dificuldades aqui encontradas. A percegao dos produtos e alternativas presentes na farmacia,
facilitou futuramente a tarefa de aconselhamento e atendimento, permitindo a sua realizagao
com melhor desempenho. Esta é uma das fases mais importantes, pois traduz-se muitas vezes
no primeiro contacto com a atividade, onde se comega a associar a designagao por marca dos
medicamentos aos respetivos principios ativos, e se percebem as regras para um bom

funcionamento da farmacia.
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Numa fase posterior, comecei a assistir a atendimentos. Esta etapa é crucial para o nosso
desenvolvimento, pois é aqui que adquirimos conhecimento acerca da forma como se conduz
todo o processo de atendimento, incluindo a realizagao de vendas, e ainda melhoramos as
nossas capacidades técnico-cientificas através da observagao e escuta de aconselhamentos nos
diferentes casos que vao surgindo. Esta preparagao mostrou ser imprescindivel na fase
seguinte.

Por ultimo, apos ter sido feita uma correta preparagao, assumi uma posi¢ao no balcao de
atendimento. Esta fase traz ao futuro profissional de saude um acréscimo de responsabilidade
e um momento de enorme pressao, pois simboliza o contacto individual com o utente,
colocando em pratica os seus conhecimentos adquiridos ao longo do curso e do presente
estagio. E também neste periodo que nos apercebemos das nossas maiores dificuldades e em
que existe um maior nimero de duvidas, as quais a equipa se mostrou sempre disponivel para
responder. Ao ganhar uma maior experiéncia neste campo, senti um aumento de motivagao
e confianga em mim préprio e uma maior independéncia em relagao aos outros profissionais
de salde. Esta fase permitiu-me também desenvolver a forma de comunicagao, o que se
traduziu gradualmente, numa melhor capacidade de fundamentagao e relagio com os utentes,

bem como numa melhoria geral do processo de atendimento.

3. Funcionalidades do SIFARMA 2000°

O SIFARMA 2000® é um programa utilizado pela maioria das farmécias, incluindo a FC, que
possui diversas ferramentas imprescindiveis a atividade farmacéutica [I]. E neste sistema
operativo que se executam tarefas relacionadas com a gestao de encomendas e de stocks,
realizagao de vendas, gestio de devolugoes, comunicagao imediata com os fornecedores,
conferéncia de receituario, faturagao e gestao do inventario. Entre estas, encontram-se outras
tarefas relevantes para uma boa gestao da farmacia, como a possibilidade de criagao de fichas
de cliente e assinalar os respetivos perfis comerciais, fazer o acompanhamento farmacéutico
de determinado utente, e ainda verificar o histérico de vendas.

Como estagiario, este sistema operativo foi objeto de extensa exploragao, com abordagem
e utilizagao da grande maioria das suas funcionalidades. A informacao cientifica disponivel neste
foi particularmente de grande utilidade, pois algumas nogoes farmacoldgicas referentes ao
grupo farmacologico dos medicamentos, posologia e interagoes entre farmacos encontravam-
se em falta.

Este programa veio entao facilitar a atividade farmacéutica, sendo atualizado

constantemente com o desenvolvimento de novas funcionalidades. Recentemente foi



desenvolvida uma nova extensao deste sistema, denominada de SIFARMA GEST, a qual

permite realizar uma gestao mais detalhada da farmacia.

4. Metodologia KAIZEN

A filosofia KAIZEN, vem impor uma perseguigao por um estado de melhoria continua aos
locais onde ¢ aplicada. A prépria formagao da palavra descodifica o seu objetivo, pois deriva
da palavra kai que significa melhor e da palavra zen cujo significado é mudanga [2]. Esta
metodologia vem por sua vez aperfeicoar a organizagao da farmacia, com identificagao de
potenciais fontes de melhoria, e deste modo garantir uma melhor gestao de recursos e
oferecer um servigo mais eficiente, acentuando um ganho de produtividade e rentabilidade.

Na farmacia foram realizadas diversas modificagoes ou acréscimos de modo a alcangar os
objetivos propostos por esta filosofia. A criagao de um quadro que continha um ciclo PDCA
para cada colaborador, as campanhas em vigor no momento e os objetivos semanais a alcangar,
juntamente com os respetivos resultados foi, na minha opiniao uma mais-valia, pois deu a
oportunidade a cada elemento de perceber o desenvolvimento diario da farmacia, relembrar
tarefas que se encontrem esquecidas ou, em que nao houve progressos, e campanhas que
estejam em vigor que sejam convenientes abordar com os utentes. A existéncia de reunides
rapidas onde se debatiam novas ideias e questoes, e a concegao de um cockpit perto do balcao
de atendimento, com os medicamentos que registavam maior saida na farmacia, permitiram

melhorar a produtividade e manter o foco no utente.

5. Observacdo e preparacao de medicamentos manipulados

A intensa observagao e preparagao de medicamentos manipulados ao longo do estagio na
FC, foi de enorme importancia para compreender todo o processo de manipulagio de
medicamentos que cabe ao farmacéutico, como também melhorar as técnicas essenciais na
producao dos diferentes manipulados.

Este processo, envolve a elaboracio de uma ficha de preparagio (Figura 1), com
informagoes sobre o utente e o médico prescritor, a designacao do manipulado, as matérias-
primas utilizadas e as caracteristicas organoléticas das formulas magistrais, nao obstante da
nomeagao dos cuidados especiais que a formulagao resultante, necessita para garantir a sua
eficacia e seguranca. E necessario, para além da informagao descrita anteriormente, realizar o
célculo do prego do manipulado de acordo com determinados fatores descritos por lei (Figura
2) e a preparagao do respetivo rotulo.

No caso de duvidas, ou necessidade de esclarecimentos na preparagao dos manipulados,

fomos incitados a contactar o Laboratério de Estudos Farmacéuticos (LEF), que disponibiliza
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um servico denominado de Centro de Informagao de Medicamentos de Preparagao

Individualizada (CIMPI) [3].

6. Largo espectro de utentes

O facto de existir uma grande heterogeneidade de utentes que se encaminha a FC, fez com
que esta atividade se tornasse mais desafiante, pois é fulcral procurar corresponder as
inlmeras necessidades dos utentes, mais interessante e menos repetitiva. Ao encarar diversas
patologias, e uma diferente procura de produtos e servicos por parte do utente, é
imprescindivel ter um vasto conhecimento sobre todos os produtos e medicamentos
existentes na farmacia, identificar o mais adequado e procurar explorar e expandir o nosso
conhecimento sobre certas condigoes fisiologicas, de modo a que no préoximo atendimento
tenhamos uma melhor performance e que o utente saia da farmacia com um melhor servigo e

maior satisfagao.

1. Preparacoes extemporaneas e de tratamentos para a infertilidade

Enquanto estagiario, fui confrontado com imensas situagoes nas quais era necessario
realizar a preparagao de medicamentos. Neste campo estao incluidas as preparagoes
extemporaneas e de tratamentos para o combate a infertilidade.

As preparagoes extemporaneas realizadas, incluiram a reconstituicao de antibioticos, que
por vezes necessitam de adverténcias especiais a comunicar ao utente, apos a sua preparagao,
sendo que a maioria dos utentes optava por levar ja o medicamento preparado, traduzindo
confianga no servico prestado pelo farmacéutico. Por sua vez, alguns tratamentos para o
combate a infertilidade, necessitam de ser preparados, pois encontram-se na forma de um po,
ao qual se adiciona um solvente para sua dissolugao, para de seguida serem administrados na
forma de injetavel. Estes sao produtos que devem ser mantidos sob condigoes especiais de
temperatura apos a sua preparagao para garantir a sua estabilidade e consequente eficacia.

Deste modo foi necessario aprender a forma de preparagao destes produtos, as suas
caracteristicas e os cuidados a ter no seu armazenamento e utilizacao, de forma a transmitir

esta informagao de forma inequivoca aos utentes.

8. Aconselhamento de produtos complementares ao tratamento prescrito
Como farmacéuticos, temos de possuir a capacidade de analisar e olhar para la do
tratamento prescrito pelo médico e estar preparados para aconselhar produtos

complementares a este. Este aconselhamento traduz-se por vezes na realizagao de vendas
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cruzadas, que sao importantes para assegurar uma boa recuperagao e/ou diminuir certos
efeitos secundarios da medicagao principal. Foi deste modo, importante estudar e conhecer
possiveis tratamentos adjuvantes de acordo com as necessidades do utente, tendo sempre

como objetivo facultar um atendimento completo e profissional que vise a sua satisfagao.

Pontos Fracos (Weaknesses)
I. Conferéncia de receituario

A conferéncia de receitas pertencentes aos diferentes planos de comparticipagao
existentes, foi uma tarefa que nao foi realizada frequentemente e que pessoalmente gostaria
de ter abordado de outra forma. Este facto foi exacerbado pela crescente desmaterializagao
das receitas, ou seja, devido a sua nova forma de apresentagao. A baixa utilizagio do SIFARMA
2000® para conferéncia de receituario, e o respetivo fecho de lotes, sio um ponto a considerar
como fraqueza pois nao surgiu a oportunidade de o concretizar, sendo uma tarefa que eu

adjetivo como relevante na formagao de um profissional de farmacia.

2. Suplementacao

A suplementagao é uma area muito relevante na farmacia comunitaria, pois € para a farmacia
que as pessoas se dirigem em busca de suplementos. Esta € uma area com grande procura,
mas que contém uma enorme diversidade de produtos, o que dificulta bastante o
aconselhamento farmacéutico. Ao longo do estégio, foi-me por vezes dificil aconselhar este
tipo de produtos, dada a grande quantidade de produtos com a mesma finalidade e o facto de
por vezes a necessidade do utente nao ser obvia. Na minha opinidao, os diferentes tipos de
suplementos, deveriam ser rigorosamente estudados e compreendidos (a nivel de interagoes)
para que o produto aconselhado seja correto, eficaz e seguro. Considerei este aspeto como

fraco pois nao me senti totalmente preparado para tal.

3. Numero de estagiarios

O excesso simultaneo de estagiarios, implicou uma maior capacidade de organizagao de
tarefas na FC, de modo a que todos tivessem a oportunidade de abordar extensamente todas
as areas e conhecer as suas implicagoes. Contudo, por vezes, a realizagao independente de
fungoes e o tempo disponivel ao balcao, eram afetados por este mesmo motivo. Pessoalmente,
penso que um cenario com um menor numero de estagiarios, permitiria obter uma

aprendizagem mais completa e consistente.



4. Extensao do estagio

Apesar da nossa experiéncia profissional ser proveniente do tempo de estigio, como
opiniao pessoal, achei este periodo demasiado longo, na medida em que torna dificil a
realizagao de um outro estagio numa noutra area devido, fundamentalmente, aos limites de
horas impostos. Este cenario, obriga por vezes a realizagao de mais de 8 horas de trabalho
diarias, e no caso de querer participar em formagoes em horario pos-laboral, acaba-se por
induzir uma sensagao de cansago que prejudica a capacidade de aprendizagem e eficiéncia.

Um ndmero mais reduzido de horas, traria vantagens a ambas as partes, pois permitiria
uma melhor organizagao do plano de estagio, pois no caso de haver multiplos estagiarios por
farmacia, poder-se-ia repartir o seu tempo de funcionamento pelos mesmos e deste modo
facilitar e melhorar a sua aprendizagem, existiria mais tempo livre para a realizagao do
respetivo relatorio, e ainda tornaria o estidgio menos cansativo garantindo uma melhor

prestacao pelos futuros profissionais de saude.

Oportunidades (Opportunities)

I. Participacao em formacoes

Enquanto estagiario, tive a oportunidade de participar em diversas formagoes patrocinadas
por laboratérios. As formagoes permitiram acompanhar diversos produtos de varias marcas
como por exemplo a Medela®, e abrangendo temas como: a suplementagio na gravida, a
higiene buco-dentaria, casos praticos de otorrinolaringologia e oftalmologia, anti-histaminicos
e antiparasitarios. Para além destas, também foram recebidas formagdes internas pelos
delegados de saide sobre diversos produtos ou marcas, como é o exemplo da Advancis®,
Fucidine®, super alimentos da Fold®, entre outras.

Todas estas formagoes vieram complementar o meu conhecimento acerca dos diferentes
temas e produtos, garantindo um melhor desempenho na pratica farmacéutica, nomeadamente
no aconselhamento de produtos ou patologias que haviam sido abordadas, deixando-me mais

a vontade e confiante nas minhas competéncias.

2. Cartao sauda

O cartao sauda desenvolvido pela organizagdo das Farmacias Portuguesas, ¢ uma
ferramenta util de fidelizacao do cliente, funcionando também como chamariz, atraindo a
atencao dos utentes para a farmacia ao invés de outros pontos de venda de medicamentos

nao sujeitos a receita médica (MNSRM). O processo envolve a acumulagao de pontos no



cartao, por cada receita dispensada e pela compra de MNSRM ou outros produtos. Estes
pontos podem ser rebatidos na forma de vale ou na troca direta por produtos [4].

A existéncia deste cartao é aproveitada ao maximo na FC, pois muitas vezes, era uma forma
de melhorar a relagio com o utente, ja que como € um servigo gratuito, permite ao utente
levar mais um produto sem custos adicionais. Deste modo, a impressao do utente sobre a

propria farmacia e os seus elementos acaba por melhorar, ajudando ao processo de fidelizagao.

3. Reestruturacao do espaco da farmacia

De forma a melhorar a organizagao e dinamica do espago de atendimento, e a facilitar a
localizagao de produtos ou identificagao da sua categoria/finalidade por parte do utente, foi
realizada a reforma deste espago. Esta envolveu a individualizagao das varias areas da farmacia,
como a higiene buco-dentaria, bebé e mama, cabelos, ortopedia e espago animal. Por sua vez,
cada area foi organizada por diferentes categorias dependendo da finalidade dos produtos.

As alteragoes efetuadas, promoveram uma melhor orientagao dos utentes na farmacia, pois
prontamente percebiam a localizagao dos produtos que pretendiam, o que facilitava também
o trabalho do farmacéutico, pois dessa forma percebia-se facilmente a intengao do utente,
permitindo uma melhor abordagem. Estas modificagoes, promovem um contacto direto entre
as pessoas e os produtos acabando por potenciar as vendas.

Outra medida adotada foi a marcagio dos produtos no SIFARMA2000® consoante a
categoria a que pertencem, o que permitiu verificar apos algum tempo, os resultados da
dinamizagao do espaco e o seu efeito economico, possibilitando uma melhor gestio do

mesmo.

4. Pedidos de medicamentos sujeitos a Autorizacao de Utilizacao Excecional

Ao longo do periodo de estagio deparei-me com alguns pedidos de medicamentos sujeitos
a AUE, nomeadamente de pilocarpinas para o tratamento do glaucoma. Percebi entao de uma
forma geral, os requisitos necessarios para obter esta autorizagao, e o modo como se processa

o pedido destes medicamentos para uma correta dispensa ao utente.

Ameacas (Threats)
I. Perspetiva atual das farmacias

O sector das farmacias nao vive os seus melhores dias, as margens de lucro encontram-se
diminuidas, tal se deve a descida dos pre¢os dos medicamentos e das taxas de comparticipagao.

Estes fendmenos, aliados a um menor poderio econémico da populagaio em geral, e a uma



maior competitividade proveniente de outros pontos de venda de MNSRM e espagos de saude
em grandes superficies comerciais, tornam o cenario mais obscuro.

Esta situagao, torna cada vez mais dificil o ingresso da populagao na farmacia, prejudicando
o seu modus operandi e levando a diminui¢ao da sua rentabilidade. Consequentemente existe
uma menor possibilidade de emprego para novos farmacéuticos que tém de se adaptar as

novas exigéncias do mercado e tentarem-se diferenciar e formar noutros campos.

2. Lacunas do MICF

A nivel de formagao, o MICF é dos cursos mais completos, pois abrange diversas areas nas
quais os alunos ganham fortes competéncias. Isto permite uma entrada competitiva e uma
rapida adaptacao a diversos cargos de trabalho. Apesar disso, existem algumas lacunas no
curso que se verificam quando nos colocamos a experiéncia. Neste estagio fui capaz de
denotar fracas competéncias na capacidade de aconselhamento de cosméticos, suplementos,
produtos dermatologicos, solugoes oculares, produtos de ortopedia e puericultura. Penso que
estes temas deveriam possuir um maior foco, nomeadamente as questoes suplementares,
dermatologicas e oculares, pois aparecem com elevada frequéncia na farmacia. Ao oferecer
um maior destaque a estes temas, garantia-se uma maior facilidade em lidar com o
aparecimento destes casos, com realizagao de um diagnéstico mais fidvel e com melhorias na

qualidade do atendimento.

3. Esclarecimento da populacao

Os utentes, por vezes sao a principal barreira a um bom desempenho dos profissionais de
salde, pois muitas vezes nao compreendem os procedimentos basicos do sistema nacional de
salde em torno das receitas, como a necessidade de receita para levantar os medicamentos
sujeitos a receita médica (MSRM). A existéncia continua do mito genérico vs marca, de casos
de rutura de stocks de medicamentos, ou mesmo a desatualizacao dos valores da
comparticipagdo nas receitas, sao fontes de desentendimento entre os utentes e os
farmacéuticos, que por vezes levam a descredibilizagao da nossa classe por parte da populagao,
e que tornam todo o nosso trabalho mais complexo. Seria de grande utilidade a criagao de
um cenario de apelo a promogao de educagao basica da populagao nesta matéria, com
esclarecimento de casos, como os referidos anteriormente. Esta medida traria beneficio para

toda a populagao, em especial para a classe farmacéutica e para as farmacias.



Consideracoes Finais

A realizacao do estagio em farmacia comunitaria, para além de possibilitar o contacto direto
com a profissao, faculta um meio de desenvolvimento pessoal e técnico-cientifico necessario
para a formagao de um bom profissional de saide. Juntamente com o ambiente que se vive na
Farmacia de Celas, em que existe uma enorme solidariedade entre os diversos elementos e
em que o espirito de equipa € notorio, as condigoes sao favoraveis ao crescimento.

A experiéncia ganha durante o periodo de estagio foi enorme, pois tive a oportunidade de
desempenhar a maioria dos servicos farmacéuticos, aprendendo mais sobre cada um deles.
Senti particularmente, melhorias nas competéncias sociais, pois o contacto com o utente é de
extrema relevancia e para isso tive de ser mais desinibido e confiante. Além de um acréscimo
de responsabilidade, esta fungao obriga-nos a melhorar continuamente, pois surgem sempre
novidades, ou situagoes nao expectaveis. Para combater esta situagao foi necessario melhorar
nao soé a capacidade de argumentagao, mas também o sentido critico em relagao aos factos.

As maiores dificuldades foram sentidas a nivel do aconselhamento de utentes, pois as bases
técnico-cientificas falham em alguns campos. No meu caso, reconhego falhas principalmente
ao nivel do aconselhamento dermatolégico. Penso que s6 com um maior estudo desta area e
uma maior experiéncia nestes casos, é que conseguirei progredir neste campo.

De uma forma geral penso que tive um bom desempenho como estagiario, desenvolvi e
melhorei muitas competéncias, e estando numa farmacia que prioriza o utente e em que a
maxima reverte para a satisfagdo do mesmo, fez-me perceber os objetivos da nossa classe e

de ter vontade de lutar por estes.
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Anexos
Casos clinicos:

1) O sr. J.P., com cerca de 30 anos, chegou a farmacia e queixava-se de uma crise
hemorroidaria. Alegava que ja tinha utilizado varias pomadas para o efeito e que nenhuma
tinha resultado. Deste modo, para além de lhe referir varias agoes nao farmacologicas,
como evitar o consumo de especiarias, alcool e café, fazer banhos de assento em agua
tépida ou lavagem do local com agua fria em caso de nova crise, aconselhei-lhe uma
pomada rectal a base de acido hialuronico, o Proktis-M” O 4cido hialurénico atua como
reparador do canal rectal acelerando o processo de recuperagao. Passado umas semanas
o mesmo senhor veio a farmacia para comprar mais uma embalagem para o seu pai, que

havia tido o mesmo problema, visto que com ele tinha resultado muito bem.

2) A senhora C.S. de aproximadamente 40 anos, chegou a farmacia e queria algo que a
ajudasse a adormecer é ter um sono mais profundo, visto que ultimamente andava num
estado de maior stresse. Disse que ja tinha utilizado Valdispert®45mg, mas que nao tinha
sentido qualquer efeito. Mostrei-lhe entio diversas alternativas, entre elas, o Absorvit®

Passival Sono, a base de melatonina e extratos de plantas como a valeriana, passiflora e o

ldpulo. Em combinagao, os compostos presentes nesta composi¢ao, ajudam a adormecer

mais rapidamente, regular o sono e diminuir a ansiedade. Apos a explicagao sobre o

funcionamento deste suplemento alimentar, a senhora optou por levar e experimentar,

tomando | capsula por dia ao deitar.

3) A senhora M.C com cerca de 45 anos, chegou a farmacia queixando-se que sofria de
infecoes urinarias frequentemente e que ia dai a trés semanas numa viagem para o
estrangeiro e queria algo que reduzisse o risco de ter uma infegao durante a sua estadia
la fora. Aconselhei-lhe entao um dispositivo médico a base de extrato de arando
americano, o Roter Cystiberry®, comunicando que o tratamento preventivo era realizado
através da toma de | capsula por dia durante 30 dias. Devido as recorrentes infegoes,
aconselhei a utente a aumentar as medidas de higiene na zona em causa e caso tivesse
sintomas relacionados com a infegao urinaria, deveria também aumentar a ingestao de

agua, pois ajudava na hidratagao local e a remover o agente infecioso.
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CALCULO DO PREGO DE VENDA
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Parte |l

Relatorio de Estagio de Industria



Resumo

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, é um curso com um conteudo programatico extenso, que aborda
multiplas areas do medicamento. A realizagdo de um estagio em Industria Farmacéutica,
permitiu-me conhecer e aprofundar conhecimentos de dominio industrial desenvolvidos
durante o mestrado e contactar com uma area na qual nao tinha qualquer experiéncia. Na
qualidade de estagiario, ingressei na Pharmilab, onde desempenhei funges na area laboratorial,
nomeadamente no Controlo de Qualidade de produtos cosméticos, pois este é o seu ex-libris.
Neste, exerci multiplas tarefas, que foram abordadas sob a forma de uma analise SWOT, na
qual se evidenciam os pontos fortes, pontos fracos, as oportunidades e as ameagas, que se

constataram ao longo desta fase de crescimento pessoal e profissional.

Palavras-chave: Analise SWOT, Industria, Controlo de Qualidade, Cosméticos.

Abstract

The Pharmaceutical Sciences Master’s Degree of the Faculty of Pharmacy of the University
of Coimbra, is a course with a wide program content that discuss multiple drug areas. Doing
an internship in the Pharmaceutical Industry enabled me to understand and extend the
knowledge about the industrial domain that is approached during the Master’s, and get in touch
with an area in which | had no experience. In the quality of an intern, | joined Pharmilab, where
| played a role in the laboratorial area, particularly in the Quality Control of cosmetic products,
which is the company ex-libris. Here, | executed multiple tasks that are discussed as a SWOT
analysis where the strengths, weaknesses, opportunities and threats recognized during this

personal and professional growth period are highlighted.

Keywords: SWOT analysis, Industry, Quality control, Cosmetics.
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PHL — Pharmilab

IPN — Instituto Pedro Nunes

IF — Industria Farmacéutica

CQ - Controlo de qualidade
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EE — Ensaio de Estabilidade

FQ - Fisico-Quimicas
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Introducao

A Pharmilab (PHL) é uma empresa de consultoria especializada na area de produtos
cosméticos e esta sedeada no Instituto Pedro Nunes (IPN), em Coimbra. O IPN é uma
instituicio sem fins lucrativos que tem por objetivo promover uma cultura de inovagao,
qualidade, rigor e empreendorismo, oferecendo suporte as empresas a nivel de acesso ao
sistema cientifico e tecnolégico, e proporcionando um meio favoravel de contacto com
mercados nacionais e internacionais, contribuindo para ao seu crescimento [1].

O estagio em industria farmacéutica (IF), ofereceu-me a oportunidade de contactar com
esta area, na qual nao possuia qualquer tipo de experiéncia e era da minha vontade a sua
exploragao. Cada vez mais, o trabalho de um farmacéutico se distancia mais da sua profissao
direta, farmacéutico comunitario, talvez devido as suas capacidades e competéncias que vao
para além desta, o que se traduz numa procura e enquadramento noutras areas relacionadas
com o perfil farmacéutico.

Assim, optei pela PHL, pois era uma forma de descobrir e analisar o mundo da IF, com
obtencao de experiéncia e vantagem competitiva neste campo. Sendo os produtos cosméticos,
o seu objeto de trabalho fundamental, reconheci que seria uma oportunidade interessante de
promover o meu conhecimento nesta area. Para além disso, a abordagem desta empresa a
outras areas relevantes, como os dispositivos médicos [2], representa a dinimica e a aposta
da mesma em mercados em crescimento.

Na organizagao, durante o periodo de estagio, fui encarregue de desempenhar fungoes
laboratoriais, no ambito do controlo de qualidade (CQ). Este presente relatério, sera dirigido
sob a forma de uma andlise SWOT, em que serao evidenciados determinados aspetos,

apurados durante os 3 meses como estagiario na PHL.
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Pontos Fortes (Strenghts)
|I. Equipa profissional e dinamica

A equipa da PHL, mostrou-se muito recetiva e participativa no acompanhamento do seu
estagiario. O empenho, disponibilidade e dedicagao dos colaboradores desta jovem empresa
em crescimento, tornaram todo o processo de adaptagao mais rapido do que o esperado, e
facultaram um meio de crescimento pessoal a todos os niveis. Sendo uma area em que nao
tinha qualquer tipo de experiéncia ou contacto anterior, o ambiente gerado pelos seus
elementos, para além de me auxiliar no processo de adaptagao, permitiu-me dar lugar ao meu
espirito critico e aumentar o meu grau de confianga em mim mesmo ao desempenhar certas
tarefas, o que motivou a aprendizagem.

Esta equipa distingue-se pela sua competéncia, profissionalidade e dinamismo. Apesar de
existir uma divisoria entre a area regulamentar e a do CQ, é indispensavel a colaboragao e
comunicagao entre ambas as partes para o sucesso das tarefas, o que evidencia uma boa

organizagao e dinamica de trabalho.

2. Manipulacao de cosméticos

A realizagao deste estagio permitiu-me um maior contacto com produtos cosméticos e as
suas diferentes formulagoes. A constante manipulagao destes, possibilitou, a compreensao dos
diversos procedimentos a ter em conta no seu CQ, bem como relacionar as caracteristicas
do produto a sua finalidade e antecipar os resultados obtidos em cada analise. Deste modo
apurei a minha visao e alarguei os meus conhecimentos sobre esta area que havia sido
escassamente abordada no programa contemplado no Mestrado Integrado em Ciéncias

Farmacéuticas (MICF).

3. Diversidade de tarefas

A pratica do CQ de cosméticos requer uma ampla diversidade de tarefas, das quais fazem
parte os ensaios de estabilidade (EE), testes de eficacia do conservante (challenge test),
avaliagao de caracteristicas fisico-quimicas (FQ) e ensaios microbioldgicos (EM). Para além da
anadlise desta classe de produtos, concretizei inlmeros testes que sao integrados no controlo
de aguas e dispositivos médicos, e executei testes de performance (PT), dos quais sao alvo
maioritariamente, produtos de lide doméstica. Desta forma, os conhecimentos adquiridos
foram vastos, com abrangéncia sob diversas areas, o que tornou toda a pratica interessante,

enriquecedora e nao repetitiva.

27



4. Controlo microbiologico

Um dos principais parametros a ser analisados em cosméticos é o seu perfil microbiologico.
Apods a entrada do produto no laboratério era realizada a amostragem para controlo
microbiologico antes e apos do produto ser sujeito ao EE, caso este fosse requerido. Caso o
produto chegasse sob forma de produto acabado, fase anterior a sua colocagao no mercado,
este ensaio também era realizado, de modo a perceber se o produto se enquadrava com os
requerimentos basicos necessarios para ser disponibilizado ao consumidor.

Para a realizagao deste controlo, era necessaria a preparagao de meios de crescimento nao
seletivos para bactérias, fungos e leveduras. O meio propicio para o crescimento de bactérias
€ o TSA, enquanto que para o desenvolvimento de fungos e leveduras é o SDA. Era entao
efetuada a técnica de inoculagao em profundidade, colocavam-se as placas de Petri nas estufas
apropriadas, pois cada microrganismo tem condigoes especificas de crescimento. Dependendo
da taxa de crescimento dos mesmos, realizava-se por fim a contagem de colénias de modo a
determinar se a presenca destas se encontrava dentro dos limites propostos.

Aquando da realizacao dos EE, era identicamente efetuado um controlo microbiolégico
mais especifico, no qual se usam meios nutritivos especificos para detetar a presenca de certas
estirpes como P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, C. albicans e A. brasiliensis.

Foi desta forma empregue todo o conhecimento tedrico e pratico em microbiologia

proveniente do MICF, sendo que este se tornou mais solido e amplo ao longo do estagio.

5. Ensaios de estabilidade

Os produtos submetidos aos EE para além das préprias embalagens sao divididos por
recipientes, que por sua vez sao colocados a diferentes temperaturas, 5°C, 25°C e 40°C,
respetivamente. Caso a embalagem seja transparente, esta sera também colocada num espago
denominado de window, com emissao de raios UV para determinar se a luz solar é capaz de
provocar alteragoes no produto. Este ensaio tem a duragcao de 3 meses e permite testar o
produto em condi¢oes de envelhecimento acelerado e verificar a compatibilidade entre a
formulacao e a embalagem primaria. Ao longo destes 3 meses sao realizados multiplos ensaios
fisico-quimicos, nomeadamente no tempo zero, ou seja, no momento em que o produto é
recebido, na 4* e 8® semana e ainda no final dos 3 meses. Para além das caracteristicas
organoléticas (CO) dos produtos (Figuras | e 2 - Anexos), os ensaios podem incluir a
determinagao de pH, viscosidade, densidade e observagao de alteragoes na massa do produto
[3]-

Como verificagao da estabilidade de uma formulagao, existem outros procedimentos que

permitem averiguar esta caracteristica. Entre eles estao o teste de stresse e o teste de ciclos.
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No teste de stresse, uma amostra do produto é colocada sob condigoes de stresse (Figura 3
- Anexos), através da sua centrifugacao a 3000rpm durante 30 minutos, enquanto que o teste
de ciclos consiste na sua submissao a variagoes bruscas de temperatura através do seu
congelamento e descongelamento. Este Ultimo é realizado durante 5 dias nos quais o produto
é colocado a uma temperatura de congelamento durante 7 horas diarias. Apds a execugao de
cada um destes testes € necessaria uma analise das CO da amostra.

A realizagdo destes ensaios possibilitou uma compreensao geral sobre os métodos
utilizados, perceber as alteragoes que estes tipos de produtos podem sofrer e que conclusoes
podemos retirar deste ensaio, como o periodo apés abertura (PAO) e os cuidados necessarios

a ser incluidos na rotulagem.

6. Challenge test

Este procedimento tem como objetivo determinar a eficacia do conservante utilizado na
formulagao de determinado produto. Para tal é necessario efetuar a amostragem dos diversos
produtos incluidos neste teste, que posteriormente serao contaminadas com uma
concentragao conhecida de colonias, pertencentes a diferentes estirpes de microrganismos (P.
aeruginosa, S. aureus, E. coli, C. albicans e A. brasiliensis). Este teste passa primariamente por
determinar a eficacia do neutralizador, de modo a perceber a quantidade de colonias que
cresce inicialmente em cada amostra contaminada quando o seu conservante é neutralizado,
sendo o teste valido quando existe o crescimento de pelo menos 50% das coldnias inoculadas.
As amostras inoculadas sao entao armazenadas a temperatura ambiente num local privado de
luz solar, sendo retiradas ao dia 2, 7, 14 e 28 apos a sua contaminagao, para novo teste. Nestes
dias, uma porgao de cada amostra contaminada é retirada para um tubo (falcon), sendo
neutralizada e sujeita a um ensaio microbiolégico ao qual se segue a contagem do niumero de
coldnias. Durante os 28 dias que se seguem a contaminagao das amostras é esperada uma
diminuigao significativa no numero dos diferentes microrganismos, mostrando a eficacia do
conservante.

Este procedimento mostrou ser um dos mais desafiantes que tive a oportunidade de
realizar. Exige muita concentracdo e uma otima gestio de tempo pois € um teste muito
minucioso. Deste modo fui colocado a prova nestes mesmos pontos, 0 que me tornou mais
eficiente ao longo do estagio.

Os resultados puderam ser acompanhados através da elaboragao de um grafico da redugao
logaritmica da concentragao de coldnias vs tempo (Figura 4 - Anexos), o que facilitou a analise

dos mesmos e a devida formulagao de conclusoes.

29



7. Anailise e transposicao de dados

Apesar da maior parte do estagio ser concentrado no laboratério, ao final do dia era
dedicado algum do tempo para andlise e transposicao de dados para elaboragao de relatérios
ou certificados de andlise, como também organizar as tarefas para o dia seguinte. Os resultados
obtidos eram transferidos para uma base de dados desenvolvida pela propria empresa que
apo6s a compilagao de todos os dados, emitia um relatério de acordo com o pretendido. Esta
fase deu-me oportunidade de trabalhar neste sentido e de ser mais critico com os resultados
obtidos, percebendo possiveis fontes de erro e que resultados seriam de esperar. De um
modo geral, neste periodo, colocava todas as duvidas que possuia, planeava e organizava as
proximas tarefas e auxiliava na elaboragao de varios tipos de documentos. Considero esta fase
como muito importante para o desenvolvimento e aprendizagem pessoal, mas também para

compreender todo o funcionamento da empresa.

8. Compatibilidade entre o MICF e o programa de estagio

O conteldo programatico presente no MICF funcionou como uma alavanca na realizagao
deste estagio. O conhecimento teorico e pratico adquirido ao longo do curso, mais
especificamente em disciplinas como Bromatologia, Hidrologia, Microbiologia e de uma forma
geral as quimicas, forneceram bases fortes e suficientes para uma rapida adaptagao ao
laboratério e para o desempenho das diversas atividades neste executadas. Deste modo, nao
foi necessaria uma aprendizagem de raiz, mas sim uma consolidacio e amplificacao dos
conhecimentos base, o que consequentemente facilitou a integracao, a conquista de um estado
de trabalho independente, e motivou um sentimento de seguranca e confianga na

concretizagao das multiplas tarefas propostas.

9. Extensao do estagio

A durabilidade do estagio foi adequada para uma aprendizagem consistente e vasta na area
do CQ. O estagio compreendeu a abordagem de varios procedimentos, testes e ensaios
indispensaveis ao CQ de cosméticos. Nao obstante destes, foi ainda possivel a execugao de
PT em produtos de diferentes naturezas e de ensaios inerentes a estabilidade de dispositivos
médicos. Em suma, foi possivel ganhar destreza, autonomia e desenvolver conhecimentos e
competéncias em diversas areas sob as quais um futuro farmacéutico pode vir a desempenhar

a sua atividade.
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Pontos Fracos (Weaknesses)
I. Falta de contacto com a area regulamentar

O foco do estagio na area do CQ, que por um lado é benéfico pois adquirimos um
conhecimento aprofundado nesta, por outro pode ser um fator limitante pois nao permite o
contacto direto com outras areas, incluindo a area regulamentar dos cosméticos. Esta ultima,
€ uma area em crescimento, a qual gostaria de compreender melhor, pois sao aqui realizadas,
varias etapas de andlise, verificando o cumprimento das especificagoes de eficacia e seguranga,

com o objetivo de permitir a colocagao de um cosmético no mercado.

2. Indefinicao sobre métodos protocolares

A tentativa de inovar constantemente e a procura de um mercado mais alargado, apesar de
ser muito vantajoso para a empresa, por vezes pode constituir um revés. Em alguns casos,
nomeadamente no uso simulado de produtos, a inexisténcia de protocolos/procedimentos
fixos, elaborados anteriormente, levavam a necessidade de pesquisa dos mesmos e/ou a sua
constante adaptagao por via da tentativa-erro, visto que nem todos os protocolos eram
exequiveis, ou havia reprodutibilidade entre resultados. Este facto, para além de causar um

grande dispéndio de tempo, atrasava a execugao de outras tarefas pendentes.

Oportunidades (Opportunities)
|I. Testes de performance

Os PT, contemplam um conjunto de ensaios e procedimentos que tém por objetivo analisar
as caracteristicas e a qualidade de um produto no desempenho de uma fungao especifica.
Frequentemente, este teste é utilizado como estudo de mercado para verificar o
posicionamento de uma marca no mercado nacional/global, através da sua comparagao com
produtos concorrentes, pertencentes a mesma categoria, que ja se encontrem disponiveis no
mercado. Outra das finalidades possiveis para este teste € a analise de varias propostas
enviadas por um fabricante, ou retalhista, de modo a perceber qual das propostas mostra um
melhor desempenho, e em que parametros se distingue das restantes propostas e marcas
concorrentes.

Sao entao examinados varios parametros de acordo com a finalidade e caracteristicas dos
produtos em causa. Um dos parametros a reter sao as caracteristicas FQ, juntamente com as
CO, estas ultimas, caso apresentem relevancia para o produto, o que acontece com
frequéncia. Certos produtos requerem a realizacao de ensaios especificos de acordo com a

sua formulacao, como é o caso da determinacao de tensioativos anidnicos, teor em cloretos,
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teor em cloro ativo e teor em oxigénio ativo por exemplo. Por fim, é imprescindivel efetuar
uma avaliagdo em uso simulado dos diferentes produtos, sendo que a forma de avaliagao,
depende estritamente da finalidade do produto.

Com a execugao destes testes, em que existe uma adaptagao para cada classe de produtos,
existiu a possibilidade de experienciar a forma de como é elaborado o controlo e a andlise de
certos produtos, que até entao era desconhecida, pois nao integra normalmente o léxico de
um farmacéutico, e da mesma forma permitiu a execugao de novos ensaios colocando em

pratica conhecimentos base.

2. Pesquisa e aperfeicoamento de procedimentos

Sendo esta uma empresa jovem e dinamica, em que surgem diariamente novos produtos e
consequentemente novos desafios, existem certas areas por explorar e por aperfeigoar. Este
ponto é dirigido especificamente para os testes de performance, nomeadamente no parametro
do uso simulado dos produtos, no qual é necessaria a pesquisa e adaptagao, se for o caso, de
protocolos ou procedimentos que sejam reconhecidos por outras organizagoes, de modo a
avaliar corretamente determinada categoria de produtos. Foi com grado que tive a

oportunidade de participar neste pequeno desenvolvimento da empresa.

3. Controlo de agua purificada

Um dos aspetos relevantes na formulagao de cosméticos é a qualidade da agua utilizada na
sua producao. Para evidenciar a qualidade da agua purificada, sao realizados varios ensaios a
mesma, de acordo com métodos farmacopeicos. Este controlo é efetuado recorrendo a
ensaios microbiologicos, determinagao da condutividade, presenga de metais pesados, entre
outros ensaios, que no seu conjunto determinam se a agua possui os padroes necessarios para

ser utilizada e garantir uma formulagao de sucesso.

4. Estudos de estabilidade acelerada de dispositivos médicos

Para além do que foi abordado durante o MICF, mais propriamente acerca dos ensaios de
estabilidade a medicamentos, neste estagio surgiu um momento oportuno de contactar com
os EE a que estao sujeitos os dispositivos médicos. O ensaio de estabilidade acelerada consiste
na avaliagao de varios parametros do produto antes de ser colocado em estabilidade e 6 meses
apos ser mantido a uma temperatura de 40°C. O objetivo deste ensaio € determinar o PAO,

o DMD e as suas condigoes de armazenamento.
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5. Utilizacao vigorosa da Farmacopeia Portuguesa

Os multiplos ensaios realizados durante o estagio, estio maioritariamente descritos na
Farmacopeia Portuguesa, permitindo assim um facil interpretagao e condugao dos ensaios.
Esta base literaria foi também utilizada profundamente para a pesquisa de procedimentos a
aplicar na producao de reagentes necessarios a realizagdo de ensaios, o que me permitiu
aprofundar o método de pesquisa recorrendo a esta fonte e familiarizando-me com a mesma.
Como todo o seu conteldo esta validado, nao existe o risco de os métodos/procedimentos
utilizados nao serem aceites, e deste modo realizamos as tarefas da forma mais correta e
rigorosa possivel, com a vantagem de obter resultados fidedignos e reprodutibilidade entre

ensaios.

6. Gestao e realizacao de tarefas de forma auténoma

A obtengao de um maior entrosamento com os ensaios e procedimentos efetuados no
laboratorio, permitiu-me gerir e realizar tarefas de forma independente, acatando maiores
responsabilidades. Esta autonomia funcionou como um potenciador, que ajudou a melhorar a
minha organizacao, gestao de tempo e concentragao, pois era necessario apresentar as tarefas
das quais estava incutido, com qualidade e num prazo limite. Desta forma, apesar da
responsabilidade, senti-me mais confiante e motivado no desempenho do trabalho, o que
trouxe vantagens para a propria fungao, auxiliando no desenvolvimento das minhas

capacidades.

Ameacas (Threats)
|I. Subcontratacao de laboratérios para realizacao de ensaios

No caso de existirem certos ensaios que nao se consigam realizar por falta de equipamento,
ou caso os resultados obtidos no mesmo nao se mostrem conformes, recorre-se a outro
laboratério mais especifico para efetuar esse ensaio. Este acontecimento por vezes traduz-se
num atraso na execugao de relatorios ou de outras atividades que dependam dos resultados

desse mesmo ensaio, dificultando a gestao de tarefas e tempo.
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2. Concorréncia pela area laboratorial

As tarefas envolvidas no CQ nao sao especificas de um farmacéutico. Assim sendo, qualquer
profissional que tenha competéncias na area laboratorial pode executar as mesmas, apesar da
sua pratica e capacidade de adaptagao se encontrarem possivelmente em diferentes niveis.
Este facto, constitui uma ameaga para o futuro desempenho desta atividade por farmacéuticos,
dificultando o seu envolvimento neste ramo da industria e noutros que possuam a mesma

atividade.

3. Abordagem da area no MICF

O MICF possui um programa muito completo que possibilita o ganho de competéncias sob
diversos campos, contudo, no que toca a certas areas, mais propriamente no ambito dos
cosmeéticos, nao existem grandes desenvolvimentos e elucidagoes que integrem o conteudo
programatico do curso. Deste modo apesar de termos uma boa capacidade de adaptagao e
de compreender os procedimentos e ensaios que se realizam no CQ, nao temos qualquer
experiéncia ou conhecimento anterior dos mesmos. Pessoalmente, dada a relevancia e
crescimento da area, penso que a sua abordagem deveria existir, nao sé6 a nivel do CQ, como
também da area regulamentar, o que facilitaria uma maior integragao na industria cosmética

ou noutras similares.
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Consideracoes Finais

A realizagao do presente estagio na PHL, surpreendeu-me bastante pela positiva, pois tive
a felicidade de ser orientado por uma equipa profissional, dindmica e dedicada, que me auxiliou
em varios aspetos e possibilitou uma forma de aprendizagem consistente e continua. Deste
modo, alarguei de forma profunda os meus conhecimentos sobre a area dos cosméticos, com
compreensao de muitos dos processos envolvidos no CQ deste tipo de produtos. A execugao
de ensaios como o CT, os EE, e os EM fizeram-me perceber a dimensao de procedimentos e
ensaios, que sao imprescindiveis ao CQ desta classe de produtos.

A diversificagao de tarefas e ensaios, foi um dos fatores que permitiu uma aprendizagem
completa e também ela diversificada. O contacto com produtos de diferentes categorias nos
PT e consequente execugao de diferentes ensaios e procedimentos de analise, levaram a minha
compreensao sobre outras inddstrias a novos extremos. A abordagem a ensaios relativos a
dispositivos médicos, acabou também por expandir os novos limites do meu conhecimento.

Uma das percegoes que obtive ao longo do periodo de estagio, foi o enquadramento do
MICF numa pratica profissional. Todo o conhecimento tedrico e pratico desenvolvido ao
longo do curso, permitiu de forma facilitada colocar em pratica muitas das tarefas as quais
estava responsavel durante o estagio, o que me possibilita afirmar que o MICF prepara os seus
alunos de forma brilhante.

Concluindo, esta nova experiéncia possibilitou o meu crescimento técnico-cientifico e
social, tornando-me um melhor e mais competente profissional de salde, e permitiu-me

adquirir conhecimentos muito Uteis que se podem transpor e aprofundar num futuro proximo.
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Anexos

Figura | — Libertagao de O, por uma amostra colocada a 40°C.

Figura 2 — Separagao de fases do mesmo produto a diferentes temperaturas.
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Figura 3 — Separagao de fases num produto submetido ao teste de stresse.
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Figura 4 — Griafico da redugao logaritmica da concentragao de colénias cfu/g de amostra vs
tempo, de uma amostra submetida ao CT.
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Parte Il

Dissertacao: Exposicao ambiental, ocupacional e
alimentar a produtos fitofarmacéuticos, e suas
consequéncias no desenvolvimento e prevaléncia
de doengas neurodegenerativas



Resumo

O risco associado a exposicao do Homem a produtos fitofarmacéuticos (PF),
nomeadamente através das vias alimentar, ocupacional e ambiental é incontestavel. Os
compostos ativos presentes neste tipo de formulagoes visam manter a integridade das plantas,
oferecendo um servigo de protegao ou prevengao contra determinados organismos passiveis
de afetar as culturas. Devido as suas propriedades fisico-quimicas a(s) substancia(s) ativa(s)
presente(s), sao facilmente acumulaveis no ambiente, causando um elevado impacto neste e,
por extensao, na saude humana. A bioacumulagao deve-se fundamentalmente as propriedades
lipofilicas, tempo de semi-vida, capacidade de adsorgao e elevada estabilidade destes
compostos, determinando que alguns deles, resultem classificados na lista de poluentes
organicos persistentes (POPs). E com notéria facilidade que entram na cadeia alimentar, nio
sO através da sua presenga em alimentos, como também pela contaminagao de agua potavel,
tornando real o risco de exposicao. Esta exposicao tem consequéncias para a salde humana
favorecendo a predisposicao para alguns tipos de doengas, em particular as cancerigenas e as
neurodegenerativas.

Neste contexto, abordamos neste trabalho alguns grupos de compostos ativos de PF
(organofosforados, organoclorados, piretroides, carbamatos, entre outros), expondo as suas
relagdes com a ocorréncia da doenca de Parkinson e potenciais contribui¢coes para a doenca
de Alzheimer. Para estas patologias com prevaléncia crescente a nivel mundial, estio
identificados diversos fatores etioldgicos, nos quais se inclui a exposicaio a PF. Esta
comprovado que os fitofarmacos, reforcam as caracteristicas fenotipicas associadas as
patologias neurodegenerativas, por exemplo o aparecimento de corpos de Lewy no caso da
doenga de Parkinson, ou a formagao de placas senis amildides e agregados neurofibrilares na
doenga de Alzheimer. Para além destes fenomenos, foram ja evidenciados os efeitos de
compostos ativos de PF na ativagao da microglia, na disfungao mitocondrial e do sistema
ubiquitina-proteossoma, na desregulacao de canais idnicos e de vias de neurotransmissao, na
indugao de stresse oxidativo e neuro-inflamagao. Todos estes efeitos acabam por interferir no

processo neurolégico, desencadeando um fenomeno de neurodegenerescéncia.

Palavras-chave: Produtos Fitofarmacéuticos, Exposicao ocupacional, Exposi¢ao alimentar,

Exposi¢ao ambiental, Neurodegenerescéncia, Doenga de Parkinson, Doencga de Alzheimer.
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Abstract

The risk associated with the human exposure to phytopharmaceutical products (PP),
particularly through food, occupational and environmental routes is undeniable. The active
substances found in these formulations aim to maintain the plants’ integrity offering protective
or preventive actions against certain organisms capable of affecting crops. Due to their physical
and chemical properties, the active substances are easily cumulated in the environment causing
a high impact on it and by extension on the human health. The bioaccumulation is
fundamentally due to the lipophilic properties, half-life time, adsorption capacity and high
stability of these compounds, resulting in the classification of some as persistent organic
pollutants (POP’s). It’s with notorious ease that they enter the food chain, not only through
food, but also by potable water contamination making the exposure risk real. This exposure
brings consequences to the human health favoring the predisposition to certain diseases like
the carcinogenic and neurodegenerative ones.

In this context, some active compounds of the PP (organophosphates, organochlorines,
pyrethroids, carbamates, among others) are approached in this work setting out their
connections regarding Parkinson’s disease occurrence and potential contributions to
Alzheimer’s disease. For these pathologies with a growing worldwide prevalence, several
etiological factors have been identified, including the exposure to PP. It has been proven that
phytopharmaceuticals reinforce the phenotypic characteristics associated with
neurodegenerative pathologies, for example the appearance of Lewy bodies in Parkinson’s
disease, or the senile amyloid plaques and neurofibrillary aggregates formation in Alzheimer's
disease. Besides these phenomena, the effects of PP active compounds on microglial activation,
mitochondrial and ubiquitin-proteasome system dysfunctions, ion channels and
neurotransmission pathways deregulation, oxidative stress induction and neuroinflammation
have been evidenced. All these effects end up interfering with the neurological process

triggering a neurodegenerative phenomenon.
Keywords: Phytopharmaceutical products, Occupational exposure, Food exposure,

Environmental exposure, Neurodegenerative process, Parkinson’s disease, Alzheimer’s

disease.
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Lista de Abreviaturas

AP — beta-amiloide

ACh — Acetilcolina

AChE — Acetilcolinesterase(s)

AD — Doenga de Alzheimer

ALDH — Aldeido desidrogenase

APOE - Apolipoproteina E

APP — Proteina percursora amiloide
BHE — Barreira hemato-encefalica

CA — Carbamatos

CLO - Clorpirifos

DA — Dopamina

DAP — Proteina transportadora de dopamina
DDE - Diclorodifenildicloroetileno
DDT — Diclorodifeniltricloroetano
DLD - Dieldrina

DNA — Acido desoxirribonucleico
DOPAC — Acido 3,4-Dihidroxifenilacético
DOPAL - 3,4-dihidroxifenilacetaldeido
ES — Tamanho do efeito

EU — Uniao Europeia

FEN — Fenpropatrina

GFAP — Proteina acida fibrilar glial

GSH — Glutationa

GSSG - Glutationa dissulfeto

HR — Hazard ratio

I.P. — Injegao intraperitoneal

LDN - Lindano

LMR — Limite maximo de residuo

MDA — Malondialdeido

MMP — Potencial de membrana da mitocondria
MMSE — Mini Mental State Examination
MPTP — I-metil-4-fenil-1,2,3,6,tetrahidropiridina



OC - Organoclorados

OF — Organofosforados

OR — 0dd ratio

PD — Doenca de Parkinson

PF — Produtos fitofarmacéuticos

PIR — Piretroéides

PON | — Paraoxonase |

POPs — Poluentes Organicos Persistentes

PQ — Paraquato

PSEN | — Presenilina |

PSEN 2 — Presenilina 2

ROS — Espécies reativas de oxigénio

ROT — Rotenona

SNC - Sistema nervoso central

SNpc — Substantia nigra pars compacta

SOD - Superoéxido dismutase

TH — Tirosina Hidroxilase

TH — Tirosina-hidroxilase

TNF- o — Fator de necrose tumoral o

UPS — Sistema ubiquitina-proteossoma

VGSC — Canais de sodio dependentes de voltagem
VMAT — Transportador vesicular de monoaminas
VMAT?2 — Transportador vesicular de monoaminas 2

ZR — Ziram
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l. Introducao

Devido ao acelerado crescimento da populagao mundial, estima-se que por volta de 2030
esta atinja os 8,5 bilides de pessoas e que em 2050 estes numeros se elevem até aos 9,7 bilices
[1], representando assim um incremento de cerca de |/3 sobre a atual populagao. Este facto
vai trazer muitos desafios e mudangas, tanto econémicas como culturais e demograficas, mas
um dos principais problemas associados a este crescimento espontaneo da populagao, ¢ a
disponibilidade de alimento.

Algumas projegoes apontam que, para satisfazer as necessidades alimentares de uma
populacao de 9,7 bilides, sera necessario aumentar a produgao alimentar em cerca de 70%
relativamente a atual, sendo que nos paises em desenvolvimento a produgao tera que duplicar.
Por exemplo, a produgao de cereais tera que aumentar em cerca de | biliao de toneladas e a
producao de carne em cerca de 200 milhdes de toneladas, até as necessarias 470 milhoes de
toneladas em 2050. E entio imprescindivel expandir os meios e as formas de produgio, com
vista a aumentar a eficiéncia e a produtividade [2]. Consequentemente, além de outras
intervengoes. prevé-se a necessidade crescente do uso de produtos fitofarmacéuticos (PF) [3].

A definicao de PF engloba todas as substancias que visam manter a saiude das plantas bem
como prevenir a destruicao ou infestagao das mesmas. Sendo assim, sio produtos muito
importantes para a producao de alimento, como testemunha a dimensao do seu consumo
(395 768 toneladas de substancia ativa de PF, apenas na Europa, em 2014 [4][5]). O uso destas
substancias, apesar de serem objeto de rigoroso controle ao nivel da sua eficacia, toxicidade
e de possiveis efeitos na salde animal e ambiente, levanta, contudo, algumas reservas,
relativamente as consequéncias a longo prazo, quer para o ambiente, quer para a salde
humana. Admite-se, por exemplo, a relagao entre a exposicao a PF e a prevaléncia de doengas
graves, tais como as doengas neurodegenerativas.

Nesta dissertagao procuraremos sistematizar a informagao cientifica disponivel sobre as
possiveis relagoes entre a exposicao a PF e as doengas neurodegenerativas, abordando as
possiveis fontes de risco, incluindo a exposi¢cao ambiental, ocupacional e alimentar a este tipo
de produtos, bem como os mecanismos pelos quais poderao ser modulados os processos de
neurodegenerescéncia. Trata-se de um problema de saude publica e alimentar que tende a
assumir proporgoes maiores e que justifica preocupagao social e prioridade na intervengao

cientifica e regulamentar-.
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2. Produtos Fitofarmacéuticos

2.1 Definicao

Segundo a definicao adotada na Diretiva 91/414/CEE [6] , e assim transposta para a
legislagao nacional [7], os PF, sao as substincias ativas e as preparagdes que contém uma ou
mais substancias ativas, que sejam apresentadas sob a forma em que sao fornecidas ao
utilizador e se destinem a: a) proteger os vegetais ou os produtos derivados desses vegetais,
de todos os organismos prejudiciais, ou a impedir a sua agao, desde que essas substancias ou
preparagoes nao estejam a seguir definidas de outro modo; b) exercer uma agao sobre os
processos vitais dos vegetais (exemplo: os reguladores de crescimento), com excegao das
substancias nutritivas; c) assegurar a conservagao dos produtos vegetais, desde que tais
substancias ou preparagoes, nao sejam objeto de disposicoes comunitarias especiais relativas
a conservantes; d) destruir os vegetais indesejaveis; e) reduzir ou impedir o crescimento
indesejavel dos vegetais ou de alguns orgaos; f) serem utilizados como adjuvantes [4][8][9].

Os PF classificam-se em categorias de acordo com a sua finalidade e alvos: na categoria dos
inseticidas incluem-se substancias ativas que atuam no controle de populagoes de insetos,
como sao exemplos os compostos organoclorados (OC) os organofosforados (OF), os
piretroides (PIR) ou os carbamatos (CA) com agao letal, ou repelentes, como a citronela e a
dietiltoluamida (DEET) [10]. A categoria dos fungicidas inclui compostos ativos sobre fungos
fitopatogénicos, tais como os ditiocarbamatos, os tiabendazdis, entre outros, enquanto que,
os herbicidas destinados ao controle de infestantes incluem, por exemplo, compostos da
familia dos bipiridilos ou dos glifosatos [10]. Algumas destas substancias serao detalhadas nesta

dissertagao no que respeita as suas relagdes com as doengas neurodegenerativas.

2.2 Breve Contextualizacdo Historica

A primeira referéncia sobre utilizagao de PF aponta para a utilizagao por parte dos
sumérios, ha cerca de 4500 anos, de compostos sulfurados para controlar pestes que
ameagavam as suas culturas. Outras referéncias referem o uso, pelos chineses, do arsénio e
do mercurio para controlar pragas de piolhos nos seus campos agricolas [I 1].

Novas substancias com agao preventiva ou curativa foram sendo descobertas e utilizadas
até a grande expansao que a sintese quimica trouxe ao desenvolvimento de PF. Zeidler, em
| 874, sintetizou o controverso diclorodifeniltricloroetano (DDT) sendo que apenas em 1939,
Paul Muller descobriu a sua finalidade como inseticida. No ano de 1940 foi atribuida a patente

a este inseticida, a primeira na histéria dos PF [ 1][12].
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O uso do DDT foi evidenciado durante a || Guerra Mundial, quando esta substancia foi
dispersa sobre pessoas e objetos com o objetivo de erradicar possiveis vetores de tifo
epidémico ou de malaria. Para além desta utilizagao, este composto mostrou-se eficaz contra
uma grande diversidade de outros agentes que ameagavam a agricultura. Atualmente, apesar
de ter sido banido pela sua toxicidade e prevaléncia ambiental, ainda é utilizado em alguns
paises em desenvolvimento como método de controlo da malaria.

Foi também nos meados dos anos quarenta, que surgiram os pesticidas OC. Sao exemplo
disso, o aparecimento do lindano (LDN), do clordano, da aldrina e da dieldrina (DLD), todos
potentes inseticidas, que atualmente se encontram banidos. Uma publicagao muito importante
que levou a tomada deste tipo de medidas foi o livro de Rachel Carson, Silent Spring, em que
foram abordadas as consequéncias da acumulagao deste tipo de produtos no ambiente,
nomeadamente os efeitos que a exposicao ao DDT provocava nas aves selvagens [ 1][13].
Esta publicagao abriu caminho para um maior controlo e monitorizagao deste tipo de
substancias e das suas potenciais consequéncias, tanto para o Homem como para as outras
espécies e ecossistema. Por sua vez, os PIR, potentes pesticidas, surgiram na década de 1970
e ainda hoje sao utilizados, representando cerca de 20% do mercado global de venda de
inseticidas [13]. Ainda nessa década apareceu o glifosato, um dos mais famosos herbicidas,
provocando a diminuicdo do uso de sulfonilureias e imidazolinas. Mais recentemente, na
década de 1990, deu-se entrada a mais uma classe de inseticidas, os neonicotinodides [12].

A tendéncia que se seguiu, foi a de racionalizar a sintese de pesticidas, com o propésito de
obter produtos mais eficazes, mais seletivos e com propriedades que minimizem a
bioacumulagao, a persisténcia ambiental e que apresentem seguranga, tanto para o

ecossistema, como para a saude do Homem [1I].

2.3 Bioconcentracao e exposicao ambiental

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e modo de aplicagao, os PF aplicados em
qualquer cultura, acabam por dispersar pelo ambiente, podendo afetar solo, ar e agua, e deste
modo, acumular na cadeia alimentar, tornando muito mais provavel a exposi¢ao cronica ou
mesmo aguda a este tipo de produtos, por parte do ser humano.

Uma vez aplicados no alvo recorrendo a formulagoes de aerodispersao ou de granulados,
estes produtos acabam por afetar a area circundante ao alvo, desde logo, colocando em risco
o aplicador, os organismos presentes no habitat e, até, as proprias plantas da cultura. Para
além disso, a contaminagao pode ter uma distribuicao mais ampla, uma vez que, quer apos a
dispersao ou ulterior volatilizagao, podera ocorrer deposicio no solo com consequente

contaminagao de aguas superficiais e lengdis freaticos, comprometendo as reservas de agua
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potavel (Figura 1) [5][8]- Uma vez presentes nas aguas de superficie, afetam a vida dos
organismos aquaticos (os que evidenciam as maiores concentragoes de residuos), acumulando-
se em varios tecidos e entrando assim, na cadeia alimentar [8].

Este conjunto de fendbmenos, que contribuem para a dispersao e acumulagao ambiental de
fitofarmacos colocam em causa a saude humana e animal. A elevada persisténcia no meio
ambiente, depende de caracteristicas ambientais e das propriedades fisico-quimicas destas
substancias. A temperatura, a humidade e outras condicionantes influenciam a semi-vida e a
taxa de deposicao dos produtos, enquanto que o coeficiente de partilha determina a maior ou
menor dispersao em meio aquatico e a sua persisténcia ambiental [5][10]. Para efeito de maior
controlo destes compostos, foi criada uma lista de Poluentes Organicos Persistentes (POPs),
na qual sio nomeadas substincias que permanecem intactas no ambiente durante muitos anos
e que tém capacidade para se acumular e biomagnificar, encontrando-se em elevadas
concentragoes na cadeia alimentar, produzindo efeitos toxicos. Esta lista criada de acordo com
a convengao de Estocolmo [14], conduziu a que o uso de substancias que nela constam, tais

como a aldrina, o DLD, o DDT e o clordano, fossem banidas [10].

2.4 Regulamentacao de Produtos de Protecao de Plantas

A existéncia de regulamentacao propria, no que respeita a produgao, venda e distribuicao
destes produtos, para além de cuidados especificos na sua utilizagdo e na monitorizagao de
residuos, tem vindo a ser considerada, dadas as consequéncias de uma produgao e uso
desregulados. A atual regulamentagao para introdu¢ao no mercado de PF é ja bastante
exigente, proxima do nivel respeitante a introdugao no mercado de novos medicamentos. Para
além disso, outros aspetos regulamentares de grande relevancia dizem respeito aos limites
toleraveis para os residuos de PF em plantas e alimentos de consumo humano e animal, mas
também em recursos hidricos.

A(s) substancia(s) ativa(s), que compoem os produtos de protegao de plantas, tém de ser
sujeitas a uma avaliagao prévia a sua aceitagao no mercado. Para tal, na Uniao Europeia (EU),
a autoridade de segurancga alimentar (European Food Safety Agency — EFSA) aprecia o dossier,
submetido pela entidade proponente do produto, e elabora um relatério (Assessment report)
que inclui a avaliagao do seu impacto na cadeia alimentar e na saude animal, para ulterior
apreciagao e votacgao (entre os estados membros da EU) sobre a aprovagao da substancia
ativa. Apos estas etapas e caso haja aprovagao, a substancia é adotada pela Comissao Europeia
para efeitos de autorizagao para comercializagdo e uso (publicada no Jornal Oficial da EU).
Apos conclusao do procedimento, as substincias aprovadas sao registradas numa base de

dados de seu nome EU Pesticides database [15].
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Para além das condigoes impostas pela EU para aprovagao de uso das substancias ativas, a
autorizagao de venda de um PF, implica ainda a apreciagao de um dossier técnico do produto
em analise, que inclui, varias informagoes acerca do produto, como por exemplo a avaliagao
fisico-quimica, provas de eficicia e seguranca, toxicologia, avaliagao de riscos, intervalo de
seguranga e limite maximo de residuo (LMR) [8]. Essa avaliagao corre sob a égide da Comissao
Europeia, através de um sistema de avaliagao centralizado, o Protection Products Application
Management System e sob a égide das autoridades nacionais do Estados Membros onde o
produto sera comercializado [16].

Outras instancias reguladoras estipulam limites para residuos de PF, tais como os toleraveis
em recursos hidricos. A Drinking Water Directive [17] estabelece o valor maximo de 0,1 pg/litro
para o residuo de uma substancia ativa Unica e seus metabolitos relevantes, e de 0,5 pg/litro
para o total dos residuos de substancias ativas detetadas. Estes limiares, garantem assim a

qualidade dos recursos hidricos, nomeadamente da agua potavel [4][8].

3. Neurodegenerescéncia — Evidéncias de risco

Estima-se que a nivel mundial, cerca de | bilido de pessoas sao afetadas por doencgas
neurodegenerativas. Este niUmero tem tendéncia para aumentar, pois sio doengas que
dependem do fator idade, e tanto a esperan¢a média de vida, como a qualidade dos cuidados
de salde tém vindo a sofrer um incremento nestas ultimas décadas [18].

Estas patologias, para além de se relacionarem com o processo de envelhecimento, tém, na
sua génese, outros fatores de risco, endogenos e exdgenos, como os fatores genéticos e
ambientais, além de outros relacionados com os habitos pessoais, tais como a dieta ou o
tabagismo. Dos fatores ambientais, sublinha-se, entre outros, a exposicao a metais, solventes
ou a exposicao prolongada e a baixas dosagens de fitofirmacos, através do consumo de
alimentos que bioacumulam estas substancias. Apesar de tudo, este risco difere de pessoa para
pessoa, e num cenario de exposi¢ao ocupacional, as quais agricultores e outros operadores
agricolas estao sujeitos, ha que ter em conta o risco de exposi¢ao aguda e croénica, sobretudo
por via dérmica e inalatoria [19].

Os fitofarmacos podem despoletar processos neurodegenerativos, pois muitas destas
substancias ativas possuem propriedades fisico-quimicas que |hes conferem nao s6 a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), como também, a de induzir
perturbagoes celulares e metabdlicas [20][21].

Com base nestes factos, € necessario obter evidéncias que permitam perceber e denunciar

o risco associado a sua exposi¢ao e as suscetibilidades provocadas por este tipo de substancias,
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recorrendo a elucidagao de mecanismos envolvidos, particularmente, no desenvolvimento de

disturbios no sistema nervoso central (SNC), nomeadamente na doenga de Parkinson [22].

3.1 A doenga de Parkinson como consequéncia da exposi¢cdo a fitofarmacos

A PD é uma das doengas com maior prevaléncia relacionada com a idade. Tem uma
incidéncia elevada em paises desenvolvidos, nos quais mais de 1% da populagao com mais de
60 anos sofre desta doenga [19][23]. Em 2005 foi estimada a existéncia de cerca de 4,4 milhoes
de pessoas afetadas por esta doenga, valores que se esperam duplicar até ao ano de 2030,
devido, fundamentalmente, a taxa de crescimento populacional e ao resultante aumento da
faixa etaria da populagao considerada idosa.

Esta é uma patologia progressiva que afeta o movimento, caracterizada por certos sintomas
como a bradicinésia, rigidez muscular, tremores e instabilidade postural, sendo uma das
maiores causas de morbilidade nos idosos. A maioria dos casos reportados sao considerados
idiopaticos, acreditando-se assim, que o desenvolvimento da doenga resulte da acumulagao e
combinacao de diferentes fatores ambientais, mas também de interagdes gene-ambiente que
surgem ao longo do processo de envelhecimento [18].

Sendo assim, € uma doenga a qual estao associados varios fatores despoletantes da mesma,
como os fatores ambientais que incluem a exposicao a pesticidas, fatores genéticos, fatores
geograficos e mesmo o proprio sexo, sendo uma patologia mais prevalente nos homens [23].

Esta doenca estd associada a perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos na substantia
nigra pars compacta (SNpc), resultando numa disfungao dos ganglios basais responsaveis por
controlar os movimentos voluntarios [23]. Os sintomas motores inerentes a doenga tém inicio
apos a perda de cerca de 70% dos niveis de dopamina (DA) do corpo estriado e de 50% de
neurdnios dopaminérgicos na via nigro-estriada. Apesar disso, existem outras manifestagoes
que precedem o inicio dos sintomas motores, como a disosmia, obstipacao e hipotensao
ortostatica, suportadas pela presenca de inclusdes intraneuronais (intracitoplasmaticas)
compostas principalmente por agregados de a-sinucleina (corpos de Lewy), caracteristicos da
doenga, em varios sistemas neuronais para além da via nigro-estriada, desde o bolbo olfatério,
nervos simpaticos cardiacos, sistema nervoso entérico ao sistema nervoso periférico [18][24].

Um dos fatores mais relevantes no desenvolvimento desta condigao é de natureza genética.
Esta forma de parkinsonismo tem o seu inicio desde muito cedo (antes dos 40 anos) e foram
descritos alguns genes responsaveis pelo desenvolvimento e aparecimento de sintomas
relacionados com a doenga. Esses genes, que exercem os seus efeitos diretamente nos
neuronios dopaminérgicos, estao situados no loci PARK e incluem o gene da a-sinucleina, e os

genes que expressam as proteinas Leucine-Rich repeat kinase 2 (LRRK?2), PTEN-induced putative
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kinase 1, DJ-1 e ATPI3A2 por exemplo [18]. Os polimorfismos genéticos que ocorrem em
sequéncias de genes que controlam determinados processos como o metabolismo de
xenobioticos, o seu transporte, disfungao mitocondrial, stresse oxidativo, e toxicidade
neuronal também contribuem para o aparecimento desta doenga. Alguns genes envolvidos
sao:

— O gene da CYP2Dé, enzima pertencente a familia do citocromo P450, responsavel
pela metabolizagio de compostos OF, CA (maneb e ziram (ZR)) e I-metil-4-fenil-
[,2,3,6,tetrahidropiridina (MPTP) e o gene da PON I, uma esterase que catalisa a hidrélise de
metabolitos ativos (oxoes) de alguns OF como o paratiao e o CLO.

— O gene ABCBI que codifica uma proteina transmembranar denominada de MDRI
— multidrug resistance protein |, funcionando como uma bomba de efluxo ATP dependente, que
remove uma grande quantidade de substancias enddgenas, substancias ativas e xenobidticos,
prevenindo a sua acumulagao no cérebro.

— Os genes da glutationa S-transferase, uma familia de enzimas citosolicas que
catalisam a conjugacgao da glutationa (GSH) que se encontra na forma reduzida com as espécies
reativas provenientes dos xenobidticos, de substratos toxicos endogenos ou de espécies
reativas que se formam nos processos de stresse oxidativo.

— O gene do transportador de dopamina (SLC6A3), expressa a proteina
transportadora de dopamina (DAP), que realiza o reuptake do neurotransmissor em causa, da
fenda sinaptica para os terminais pré-sinapticos, onde se inicia a transmissao dopaminérgica
[25].

A exposi¢ao ambiental a substancias quimicas, especialmente a fitofirmacos e as condigoes
que a favorecem, tais como a exposigao profissional (sector agricola), habitar em meio rural
ou mesmo a utilizagdo de pogos como fonte de agua para consumo, representam potenciais
riscos no aparecimento de Parkinson.

Este risco é fomentado por certos fitofarmacos serem reconhecidos como neurotoxicos e
estimularem fenédmenos de degeneragao dopaminérgica. Esta relagao teve a sua descoberta na
década de 1980 em que se descobriu que a toxina MPTP, provocava Parkinsonismo croénico e
degeneracao dopaminérgica em humanos. Este composto é estruturalmente similar ao
herbicida paraquato (PQ), o que fez com que a partir desse momento se pusesse em causa os
potenciais riscos neurotoxicos que muitos dos pesticidas apresentavam e qual a relagao entre
a sua exposicao e as doengas neurodegenerativas, homeadamente o Parkinson [26]. Os
mecanismos implicados na exposicao a produtos protetores de plantas na promogao desta
doenca incluem stresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, neuro-inflamacao e

comprometimento do sistema ubiquitina-proteossoma (UPS) [24].
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Para melhor compreender as causas pelas quais os PF estao interligados ao aparecimento
e desenvolvimento da PD, e precedentemente a abordagem de diversos compostos

relacionados com esta doenga, é necessario analisar a transmissao dopaminérgica.

3.1.1 Transmissao dopaminérgica

A transmissao dopaminérgica esta implicada em diversos processos comportamentais,
como a fungao psicomotora, memoria, motivagao, ganho de vicios e sensagao de recompensa.
A DA é o neurotransmissor em causa, e € sintetizado em meio intracelular através da
conversao da tirosina em L-DOPA, precursor da DA, por agao enzimatica da tirosina-
hidroxilase, sendo entao convertida a DA pela descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos.
Apos a sua sintese, este neurotransmissor € armazenado em vesiculas com a ajuda de um
transportador vesicular de monoaminas (VMAT), por transporte ativo. Apos a fusao desta
vesicula com a membrana plasmatica dos neurdnios, o neurotransmissor € libertado para a
fenda sinaptica, encontrando-se livre para se ligar aos recetores dopaminérgicos,
nomeadamente os DI e D2 [19].

Estes recetores, acoplados a proteina G, quando ativados desencadeiam diferentes
respostas. Os recetores DI regulam os canais de calcio dependentes de voltagem e os canais
de potassio, ja os recetores D2 tém um efeito inibitorio nos canais de cilcio dependentes de
voltagem e reduzem a neurotransmissao dopaminérgica [19].

A DA extracelular pode ser reciclada novamente da fenda sinaptica para as terminagoes
pré-sinapticas, através do DAT, local no qual pode ser armazenada de seguida em vesiculas,
ou degradada pela monoamina oxidase (MAQ). Outro processo que se pode verificar € a sua

metaboliza¢ao pela catecol-o-aminotransferase (COMT) ainda na fenda sinaptica [19].

3.1.2 Consequéncias moleculares e celulares da exposicdao a Piretroides

Esta classe de PF, deriva de piretrinas naturais isoladas de plantas do género Chrysanthemum.
Os PIR podem ser divididos em dois grupos, baseados na sua estrutura e nos efeitos
neurotdxicos que provocam. Sao eles:

e Tipo | ou sindrome T (tremores) — a este tipo pertencem compostos como a
permetrina, aletrina e cimetrina, sendo desprovidas do grupo alfa-ciano na extremidade
fenoxibenzilica. Existem alguns sintomas subjacentes a este sindrome como é o caso do
desenvolvimento de comportamento agressivo, tremor fino que progride para corpo

inteiro e prostragao.
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e Tipo Il ou sindrome CS (coreoatetose) — pertencem a este tipo, compostos como a
cipermetrina e a deltametrina que, possuem uma extremidade alfa-ciano e provocam

salivagao profusa, coreoatetose, hipersensibilidade e convulsoes clénicas [18].

As diferengas registadas entre estes grupos de PIR, foram descobertas ap6s a execugao de
testes em ratos por administragao oral ou intravenosa da mesma classe de fitofarmacos.
Apesar disso, a correspondéncia entre a estrutura e os diferentes sintomas nao é perfeita,
pois existem certos compostos com uma estrutura do tipo Il capazes de desencadear ambos
os sintomas (CS e T) ou somente os do tipo T [I3].

Esta classe de produtos de grande utilizagao a nivel global, apresenta baixa toxicidade em
mamiferos, sendo o isomero cis, habitualmente o mais toxico [13]. O mecanismo pelo qual
este tipo de compostos representa um risco para a saide é o mesmo pelo qual exerce o seu
efeito inseticida, ou seja, pelos efeitos sobre os canais de sodio dependentes de voltagem
(VGSC). Os canais de sodio acima referenciados sao constituidos por uma subunidade o e
duas subunidades B[13]. Os PIR ligam-se entao a subunidade o e retardam a abertura dos
canais de sodio, bem como o seu fecho. Deste modo, os canais de sodio abrem a potenciais
mais hiperpolarizados que o normal, e permitem uma maior entrada dos respetivos ides que
despolarizam e mantém a membrana dos neurénios despolarizada. Enquanto os do tipo |
mantém os canais abertos o tempo suficiente para causar despolarizagoes repetitivas, os do
tipo Il, como mantém os canais abertos durante mais tempo em comparagao com o tipo |,
conduzem a célula nervosa a um tal estado de despolarizagao, que nao permite a geragao de
um novo potencial de agao [13][18].

Para além da agao anterior, os PIR do tipo Il desempenham um papel relevante nos canais
de cloro e de cilcio. Estes inibem os canais de cloro associados a transmissao GABAérgica,
contribuindo para os sintomas relacionados com a intoxicagao por parte destas substancias.
Quanto ao seu papel nos canais de calcio, ainda se apresenta inconclusiva a capacidade de
inibicao ou estimulagao destes canais. Ainda assim, parecem estar associados com o aumento
da libertagao de neurotransmissores calcio-dependentes [I3].

Os principais problemas relacionados com a exposicao a PIR, sao a sua neurotoxicidade,
incluindo a neurodegeneragao dopaminérgica que pode ser evidenciada em alguns estudos. A
permetrina em concentragoes baixas (0,8—1,5 mg/kg) administrada a ratos C57BI/6 levou,
tanto ao aumento do uptake de DA em 33%, como também dos niveis de DAT, 28 dias apos
o tratamento. Outros estudos revelam que apesar de uma exposicao de 3 meses a esta

substancia, nao foi alterada a expressao de tirosina hidroxilase (TH) nem de DAT nos
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terminais dopaminérgicos do estriado. Esse facto ja nao se verifica apds uma exposicao de 6
meses para a expressao de TH, que se passa a encontrar sobre-expressa [|8].

Um dos PIR do tipo Il, a deltametrina, possui a capacidade de induzir apoptose de neuronios
corticais em cultura. Num dos testes realizados, este composto aumenta os niveis de acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) sem alterar os de DA, quando submetidos a doses nao
toxicas do mesmo. Num outro procedimento, a exposi¢ao a deltametrina num periodo pos-
natal em ratos e algum tempo apds a primeira exposicao com a mesma dose, resultou no
aumento dos niveis de um biomarcador de deterioragao cerebral, hipertrofia e redugao de
dendrites [18].

Além disso, a exposicao por via dérmica, através da contaminagao da pele, simulando um
caso de exposi¢ao ocupacional prolongada durante 4 semanas (30 mg/kg/dia), foi acompanhada
por indicios de lesao cerebrocortical e perda de DA e do seu transportador no hipocampo e
no estriado [18].

Um dos estudos com fundamentagao sobre a cipermetrina aponta para o inicio de sinais de
neurodegeneragao apos uma exposicao prolongada (12 meses) em ratos adultos. Também,
que uma exposi¢cao pos-natal pode desencadear uma maior suscetibilidade a substincia em
causa, apos nova exposicao na idade adulta. Este composto esta associado a uma redugao dos
niveis de DA, disturbios na atividade motora e ativagao da microglia [18].

A ativagao da microglia é um processo que revela extrema importancia no processo
neurodegenerativo que pode ser iniciado, nao somente por este grupo de compostos, mas
também por outros. Os PIR estao envolvidos na ativagao da microglia merecendo, por isso,
destaque, pelas consequéncias que este processo traz as células nervosas.

As células da microglia sao células que pertencem ao sistema imunitario e estao presentes
no SNC, apresentando como fungao intrinseca a reparagao de neuronios, atuando também
como células neuroprotectoras. Quando ativadas persistentemente, estas células tém a
tendéncia de produzir e libertar espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas inflamatorias,
tal como o fator de necrose tumoral alfa (TNF- o). A libertagao destas substancias conduz ao
aparecimento e manutengao de um fenédmeno neuroinflamatério que podera conduzir a morte
neuronal e suscitar um processo de neurodegeneragao, contribuindo desta forma para o
aparecimento de doengas como o Parkinson e o Alzheimer [27].

Existem varias vias que regulam a ativagao da microglia e decorrente libertagao de citocinas.
Uma das alternativas em causa, refere-se ao papel que os ides de sédio podem desempenhar
neste processo, estando estes ioes interligados aos VGSC que também podem ser
encontrados em células nao neuronais. Estes canais estao envolvidos em varios processos

celulares como a migracao, proliferagao, fagocitose e mesmo a alteragao da morfologia da
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célula. Como os PIR tém a capacidade de ultrapassar a BHE e ativar os VGSC, estipulou-se a
hipotese de os mesmos provocarem um influxo de ides de sodio por estes canais e respetiva
acumulagao intracelular, desencadeando a ativagao da microglia e, consequentemente, dar
inicio ao processo inflamatorio mediado pelo TNF-a, que por sua vez podera induzir a via
apoptotica. Deste modo, este efeito foi estudado para a deltametrina e a permetrina [27]. O
estudo baseou-se no tratamento de células BV2 e de células primarias da microglia, sujeitas a
diferentes doses de deltametrina e permetrina, durante 24 e 48 horas na presenga ou auséncia
de tetradotoxina, um bloqueador dos VGSC. Demonstrou-se que, mesmo em baixas
concentragdes, os compostos em causa levaram a um rapido influxo de Na* pelos VGSC, pois
estes permaneceram abertos durante um periodo mais prolongado, culminando num excesso
deste ido no meio intracelular e uma subsequente ativagao da microglia, verificando-se um
aumento da libertacado de TNF-o0. A ativacao destas células do sistema imunitario foi
acompanhada por uma alteragao morfologica, pois tornaram-se maiores e de forma ameboide.
Devido as diferengas estruturais entre os PIR, a deltametrina revelou-se capaz de levar a uma
maior acumulagio de Na” intracelular em comparagio com a permetrina, pois a primeira
consegue manter os VGSC abertos durante um maior periodo. Relativamente a produgao e
libertagao de TNF-0, ambas mostraram capacidade de aumentar estes processos [27].

Quanto a tetradotoxina, esta revelou-se eficaz em limitar o aumento intracelular do iao
sodio, mas nao foi capaz de eliminar a produgao de TNF-0, dando a perceber a possibilidade
de existéncia de outros mecanismos envolvidos na sua libertagao. Uma das possibilidades tem
em conta a abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem, pois existem certos PIR
capazes de produzir este efeito, como é o caso da deltametrina que estimula o influxo de
calcio, o que podera resultar na libertagao de TNF-a por vias alternativas [27].

Apesar de serem necessarios mais estudos nesta area para perceber ao certo o modo
como os canais em causa contribuem para a neurodegenerescéncia, tendo em conta a
possibilidade de existirem vias alternativas para os efeitos dos PIR, demonstrou-se que este
tipo de fitofirmacos, através da ativagao dos VGSC presentes na microglia, leva ao aumento
da producao e libertagao de TNF-q, iniciando um estado de neuroinflamagao que, ao ser
mantido, provoca um fenomeno de neurodegenerescéncia. Estes dados sao suportados pelo
facto de muitos doentes diagnosticados com Parkinson e Alzheimer possuirem elevadas

concentragoes desta citocina [19].

3.1.2.1 Fenpropatrina
A fenpropatrina (FEN) é um piretroide utilizado como inseticida, que contém na sua

estrutura uma extremidade alfa-ciano, embora desencadeie sintomas neurotoxicos de ambos
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os grupos desta classe de fitofarmacos. Este composto € rapidamente metabolizado e
eliminado, e dadas as suas caracteristicas fisico-quimicas possui uma semi-vida longa em meio
aquoso, apresentando-se como uma fonte de toxicidade para os peixes. Relativamente a sua
toxicidade em humanos, existem relatos de que, apés consumo de peixes envenenados por
este composto, desenvolveram-se sintomas, tal como tremores, que conduziram a um
diagnostico final da PD. Estudos em ratos, revelaram uma diminui¢ao da concentragao de acido
quinurénico, um catabolito do triptofano e antagonista do glutamato, apds exposicao a
fenpropatrina e a deltametrina. Em doentes com Parkinson, a concentragio de acido
quinurénico no tecido cerebral e no liquido cefalorraquidiano, esta igualmente diminuida.

Outro estudo [28], conduzido com modelos celulares SH-SY5Y e com ratos adultos
Sprague-Dawley investigou a possivel correlagao entre este inseticida e o desenvolvimento da
PD. Para o estudo in vivo recorreu-se a administragao de FEN por injecao intraperitoneal (I.P.)
e por injecao estereotaxica. Os grupos de controlo receberam éleo de milho pelas mesmas
vias.

Nos estudos com células evidenciou-se que a FEN afetava a viabilidade, inibindo a
proliferacao celular, de forma dependente da dose e do tempo. Em toda a gama de dosagens,
de | a 100 pM, foi possivel observar a inibicao da viabilidade celular. Para além disso, esta
substancia mostrou-se capaz de alterar a morfologia das células, de elevar a taxa de apoptose,
de diminuir o potencial de membrana e de aumentar a concentragao de ROS. Foram ainda
encontradas inclusoes citoplasmaticas similares a corpos de Lewy nas células expostas a este
inseticida durante 48h (doses de 25 uM e 50 pM). Ao proceder a uma administragao de
anticorpos para a a-sinucleina, ubiquitina e P62, obteve-se uma reagao imunitaria positiva, ou
seja, foi confirmada a presenca de agregados destas proteinas, o que mais uma vez indica a
presenca de corpos de Lewy, cujo aparecimento é comum em doentes diagnosticados com
Parkinson.

Quanto aos testes in vivo, foi comprovada a facilidade deste composto em ultrapassar a
BHE, pois foi detetada FEN no tecido cerebral de ratos em que a administragao foi realizada
por injecao intraperitoneal. Como um dos objetivos do estudo consistia em elucidar os
potenciais efeitos deste PIR na substancia nigro-estriada, recorreu-se a infusoes estereotaxicas
da mesma, diretamente na SNpc e na area tegmental ventral dos ratos. Foram entao avaliados
os efeitos deste composto ao fim de 60 e 120 dias, apds a I.P. A exposicao a FEN conduziu a
alteragoes de alguns orgaos periféricos 60 dias apds a exposicao, sendo que o comportamento
motor nao foi afetado. Apesar disso, 120 dias apds a exposi¢ao, os animais demonstraram uma
redugao do comportamento exploratério, o que indica que os sintomas causados por esta

substancia ativa sao progressivos e nao agudos.
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Quanto as repercussoes a nivel neuronal, observou-se a perda de neurénios TH-positivos
e a diminuicao da expressao de TH na SNpc e estriado, em ambos os grupos teste. Os niveis
de DA também sofreram os mesmos efeitos, pois encontraram-se reduzidos, concluindo-se,
assim, que este composto consegue afetar os neuronios dopaminérgicos TH positivos. Quanto
ao DAT e ao transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT?2), o primeiro encontrou-se
aumentado, talvez devido ao efeito de sobre-expressao ocasionado por esta molécula, ou ao
seu efeito sobre os canais de sodio, pois este pertence a uma familia de transportadores
dependentes de Na /Cl. Ja os niveis de VMAT2 encontraram-se reduzidos, como
consequéncia da diminuicao da sua expressao. Estes fenomenos traduzem-se na perda de
neurdnios dopaminérgicos, uma vez que aumentam a concentragao intracelular de DA, que é

citotoxica neste tipo de células, contribuindo para o aparecimento da PD [28].

3.1.3 Consequéncias moleculares e celulares da exposicao a Carbamatos

Este grupo de compostos sao derivados de ésteres de acido carbamico, cuja utilizagao
mundial, se deve ao facto de surgirem como alternativa aos OF na protecao de culturas [12].
Sao substincias toxicas e tal como os OF, atuam como inibidores da AChE, pensando-se
também na possibilidade de inibir reversivelmente a esterase alvo neuropatica (NTE) [18][29].
A inibicao destas enzimas é rapidamente reversivel, devido a facil reativagao da enzima
carbamilada, com produgao de sinais semelhantes aos observados apos exposigao aguda a OF,

apesar dos mesmos se resolverem em algumas horas [29].

3.1.3.1 Rotenona

A rotenona (ROT) é um inseticida natural com capacidade de inibir o complexo | da
mitocondria, apresentando-se como toxica para os neuronios dopaminérgicos. Esta possui
elevada seletividade para com estas células nervosas e devido as suas propriedades lipofilicas
facilmente atravessa a BHE. Uma das caracteristicas inerentes a este composto esta
relacionada com a sua capacidade em reproduzir modelos de Parkinson, normalmente em
roedores, levando mesmo ao aparecimento de caracteristicas histopatolédgicas da doenga,
como os corpos de Lewy.

Para além de afetar o SNC, a ROT exerce efeitos no sistema nervoso periférico, sendo
este processo acompanhado por degeneragao da via dopaminérgica com ativagao da microglia.
A infusao subcutanea de ROT em murganhos levou tanto a diminuicao da imunoreatividade
da TH na 3% e 6* semanas, no estriado, como a perda de células TH-positivas pertencentes a
substantia nigra, na 6* semana. Este acontecimento esta de acordo com o facto de a
neurodegenerescéncia ser progressiva e retrograda iniciando-se nos terminais nervosos
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dopaminérgicos até aos corpos celulares, previamente a perda neuronal na SNpc, excluindo
quando se inicia no bolbo olfatério. Existem também outros locais onde foram detetadas
evidéncias neurodegenerativas promovidas pela ROT, como é o caso do célon ascendente,
espinal medula e bolbo olfatorio [24].

A partir da inibicao do complexo | da mitocondria podem iniciar-se novos fendmenos
capazes de afetar estas células, tais como o stresse oxidativo, agregacao de proteinas como a
a-sinucleina, ativacdo de astrocitos e células da microglia, desenvolvimento do processo
inflamatério e apoptose neuronal. Inativando o complexo | da cadeia transportadora de
eletroes, da-se a alteragao do Potencial de membrana da mitocondria (MMP) que, por sua vez,
induz a formagao de um poro de permeabilidade transicional na membrana, incutindo um
estado de transicao da permeabilidade da membrana mitocondrial. Devido a esta transigao de
permeabilidade membranar, pode ocorrer a libertagio do citocromo ¢, dando inicio a via
apoptotica. Para além disso, foi também descoberta a possibilidade desta alteragao despoletar
a fragmentacao de acido desoxirribonucleico (DNA) e a ativacao da caspase-3, contribuindo
para a morte dopaminérgica.

Outras das consequéncias da inibicao do complexo | da mitocondria sao, a produgao
exagerada de ROS, de espécies reativas de nitrogénio e a estimulagao da peroxidagao lipidica
de modo a garantir energia para a célula (ATP). Apos exposicao crénica a ROT, os modelos
expostos 2 mesma, demonstraram a 30 e a 60 dias um aumento dos niveis de 6xido nitrico no
estriado e no cortex frontal. Noutros testes observaram-se diminuicoes na atividade de certas
enzimas como a glutationa redutase (GSH) e a superéxido dismutase (SOD), oxidagao do
DNA e um aumento dos niveis de malondialdeido (MDA). Prova-se, deste modo, que o
mecanismo inibitério da ROT pode desencadear um fendmeno de stresse oxidativo que traz
efeitos negativos para os neurénios dopaminérgicos. Interligado ao processo de formagao de
NO e a libertagao de citocinas inflamatorias, como o TNF-q, esta a origem e manutengao do
processo inflamatorio.

Uma das caracteristicas relevantes nos modelos de Parkinson, é a capacidade em formar
corpos de Lewy através da sobre-expressao e acumulagao de diferentes tipos de proteinas. A
génese destes agregados leva, em condigbes normais, a ativacao do UPS que repara e remove
proteinas que se encontram nestas condi¢oes, ou que se apresentem mal conformadas. A
ROT como foi referido anteriormente, leva a um aumento dos niveis de NO e de produgao
de perdxidos envolvidos na diminuigao da atividade proteossémica da subunidade 20S do UPS
pela sua degradagao. Outro dos mecanismos que se pensa estar envolvido nesta questao, é a
alteragao da atividade proteossomica pela agregagao do proteossoma a proteinas oxidadas

resultantes do stresse oxidativo causado pela ROT, ou mesmo por agao direta das ROS no
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proprio proteossoma, modificando-o. Os efeitos subjacentes a estes mecanismos, exacerbam
a acumulagao proteica verificada nos doentes de Parkinson [30].

Destacando novamente os corpos de Lewy e evidenciando que estes sao maioritariamente
compostos por a-sinucleina, foi feito um estudo que evocou a relagao entre a componente
genética e ambiental no desenvolvimento da patologia. Neste, formaram-se 4 grupos
diferentes. Um grupo controlo e um grupo de estudo para a ROT, nos quais foi realizada uma
infusao intranigral de um vetor viral AAV2/5-GFP. Nos restantes grupos foram administradas
infusoes intranigrais de vetores virais AAV2/5-a-sinucleina, um para estudo isolado dos efeitos
da a-sinucleina e outra para o estudo da interagao simulada da expressao de a-sinucleina com
a presenga da ROT. Ao longo do tempo de estudo, as fungdes motoras em cada um dos
grupos foi sendo monitorizada e, no final de 3 meses, seguiu-se a administragao de uma dose
baixa de ROT por injegao nos terminais nigro-estriados no grupo da ROT e no grupo em que
era esperada a combinagao desta substancia com a a-sinucleina [31].

Nos grupos que foram somente expostos a um fator, a-sinucleina ou ROT, nao se
desenvolveu alteragdo motora. Ja a exposi¢ao sequencial demonstrou a capacidade de
provocar disturbios motores e neurodegeneragio numa escala muito superior
comparativamente com apenas um dos fatores isolados. Este facto foi observado em ratos
submetidos a varios testes comportamentais. Em analise post mortem verificou-se que a ROT
amplificou a degeneragao dos neuronios nigro-estriados. Deste modo, podemos inferir que os
casos subclinicos ou pré-sintomaticos de parkinsonismo que se devam ao efeito da deposi¢cao
de a-sinucleina, podem ser exacerbados e conduzir mais rapidamente a uma forma avangada

da doenca apos exposigao a substancias ativas de PF, como a ROT [31].

3.1.3.2 Ziram

O fitofarmaco Ziram (ZR) pertence a classe dos ditiocarbamatos, sendo habitualmente
utilizado como fungicida. Alguns estudos realizados com base nesta substancia, demonstraram
as suas propriedades toxicas perante os neuronios dopaminérgicos. Um dos mecanismos
propostos para explicar este aspeto, tem por base a capacidade deste para inibir a El ligase
do UPS, diminuindo a degradagao proteica e aumentando a acumulagio de a-sinucleina,
podendo ser apresentada como uma das causas que iniciam a PD.

Num estudo realizado em embrides de peixe zebra (Danio rerio), expostos a baixas
concentragoes desta substancia ativa, teve-se por objetivo determinar a neurotoxicidade do
mesmo in vivo. Esta espécie € uma mais valia para o estudo de toxinas, pois sao vertebrados
que possuem uma taxa de crescimento rapida com uma rede dopaminérgica muito semelhante

a dos mamiferos, tornando-se assim um modelo menos dispendioso do que os habituais
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roedores. Uma das caracteristicas deste modelo ¢é a auséncia de um gene que expresse a 0-
sinucleina. Deste modo procurou-se relacionar positivamente uma das trés isoformas de
sinucleina expressas por este organismo com a o-sinucleina. A isoforma com maiores
semelhangas tratou-se da y|, que possui uma estrutura quimicamente idéntica a a-sinucleina.
Com a ajuda de um promotor, induziu-se a sobre-expressao desta proteina e observou-se que
possui a capacidade de, tal como a proteina de referéncia, produzir fibrilhas e apresentar
neurotoxicidade, sendo que a toxicidade do ZR é dependente da expressao desta isoforma.

Em conformidade com estes resultados, estao outros estudos realizados, nos quais se
verificou que o fungicida provocava o aumento de a-sinucleina em modelos de células
nervosas. De modo a determinar mais aprofundadamente o relevo da yl no desenvolvimento
da neurotoxicidade, recorreu-se a um disruptor molecular, o CLROI, cuja fungao é promover
a desagregacao dos agregados proteicos de a-sinucleina, reduzindo a sua toxicidade.
Descobriu-se que o CLROI é também capaz de inibir a formagao de fibrilhas da isoforma 7l,
reduzindo a toxicidade ocasionada por esta estrutura, apontando mais uma vez para a
semelhanca entre esta isoforma e a a-sinucleina.

Outra das analises realizadas teve como objeto a analise comportamental do peixe zebra.
Verificou-se que o ZR provocava a diminuigao da atividade deste ser vivo num ambiente
escuro mas, que este efeito nao se repetia num ambiente com luz. Este comportamento foi
idéntico ao observado apos administragao de haloperidol, um antagonista da DA, sendo que
em ambiente com auséncia de luz, este comportamento foi restabelecido apos administragao
de apomorfina, um agonista da DA. Este facto, juntamente com a perda de neurdnios
dopaminérgicos indicam a existéncia de um disturbio pré-sinaptico da DA, com origem na
exposicao ao ZR.

Para além dos mecanismos apresentados para justificar a perda dopaminérgica devido ao
contacto com este fungicida, esta a inibicao da aldeido desidrogenase (ALDH), suscitando a
acumulagao de um composto toxico (DOPAL) nos neurdnios dopaminérgicos. Atuando em
sinergismo com os outros mecanismos propostos, este fenédmeno acaba por agravar o efeito
do ZR e a sua neurotoxicidade. Deste modo esta substancia revela-se capaz de dar origem a

doengas neurodegenerativas in vivo como € o caso do Parkinson [32].
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3.1.4 Consequéncias moleculares e celulares da exposicao a Compostos
Organoclorados

Os compostos OC, abrangem uma grande diversidade de substancias, como é o caso dos
bifenilos policlorados, ciclodienos, hexaclorobenzenos, o DDT e o seu metabolito
diclorodifenildicloroetileno (DDE), entre outros. Estes compostos nao sao extensamente
metabolizados como os OF, o que se traduz num tempo de meia-vida superior, sendo maior
a possibilidade de acumulagao nos tecidos que envolvem os varios 6rgaos. Esta caracteristica,
juntamente com outras propriedades proprias deste grupo de PF, tais como as caracteristicas
lipofilicas, a elevada estabilidade e o baixo ritmo de eliminagao do organismo, levam a sua
persisténcia ambiental e a sua acumulagao, sobretudo no tecido adiposo de peixes e na gordura
animal, o que acaba por potenciar efeitos toxicos na cadeia alimentar [23]. Estes fatores
levaram a que muitas destas substancias fossem banidas, apesar de atualmente ainda se
encontrarem direcionadas para determinados usos, nomeadamente em paises em

desenvolvimento, o que permite a sua dispersao no ambiente.

3.1.4.1 Dieldrina

A DLD é um composto organoclorado que foi utilizado globalmente como inseticida
[18][33]. Este exerce a sua agao através da inibicao dos recetores GABAa [33]. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas, como as suas caracteristicas lipofilicas e baixa volatilidade, mas
também fruto da sua extensa utilizagao, esta substancia acabou por afetar outras espécies e
acumular nos solos, contaminando assim alimentos, recursos hidricos e o proprio ambiente.
Devido aos fatores descritos anteriormente, esta ainda é passivel de detecio no meio
ambiente, apesar de ter sido banida ha varias décadas.

Observou-se que este inseticida apesar de estar intimamente ligado a transmissao
GABAérgica, apresenta maior toxicidade em neurdnios dopaminérgicos. Em culturas de
células dopaminérgicas de murganhos e ratos, mostrou-se capaz de desencadear a diminuicao
da concentragao de DA intracelular, com o aumento da concentracao dos seus metabolitos,
despolarizagao da membrana das mitocondrias, produgao de ROS, apoptose e ativagao da
microglia (Figura 2). Aquando da exposicao de células PC12 a DLD, notou-se a libertagao do
citocromo ¢ da mitocondria e consequente ativagao de uma cascata de sinalizagao envolvendo
caspases, nomeadamente a caspase-3, resultando num processo apoptotico. Em contra
medida, perante a libertagao do citocromo c¢, as células PC12 destacaram um aumento da
expressao de Bcl-2, em comparagao com as células de controlo, sugerindo que este inseticida
tem a capacidade de alterar a fungdo da mitocondria. A nivel nuclear, evidenciou-se a

condensagao de cromatina, fragmentagao do DNA celular e hiperacetilagao das histonas H3 e
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H4. Foi ainda detetado um aumento da proteina CBP, uma histona acetiltransferase. Ao inibir
esta proteina, verificou-se a diminuicao da acetilagao das histonas, ativacao da caspase-3 e
fragmentacao de DNA nos neurénios dopaminérgicos.

Outro dos efeitos adversos da exposicao a este fitofarmaco, € a alteragao conformacional
da a-sinucleina, promovendo a formagao de fibrilhas e a sua deposigao. Este acontecimento
representa uma das causas para a disfungao do UPS e, juntamente com a sobre-expressao de
a-sinucleina, derivada de outros possiveis fatores externos ou mutagoes, tornam as células
predispostas a via apoptoética. Quanto mais prévio for o contacto com esta substancia ativa,
maior a probabilidade de vir a desenvolver lesoes progressivas numa nova exposigao.

Num dos estudos, a exposigao perinatal de murganhos, a baixas concentragoes de DLD,
originou um aumento dos niveis proteicos e de mRNA do DAT e VMAT?2 a longo termo,
contribuindo para uma maior relagaio DAT:VMAT?2 indicativa de uma maior suscetibilidade
destas células nervosas para a neurodegenerescéncia [18].

Num estudo relativo aos efeitos da exposicao da DLD em peixes (peixe zebra), tendo como
objeto de estudo o sistema imunitario e particularmente a mitocondria, concluiu-se que este
inseticida, produz alteragoes nestes alvos que facilitam a génese de doengas
neurodegenerativas. Devido as suas propriedades fisico-quimicas, este composto incorporou-
se rapidamente nos tecidos desta espécie, conseguindo-se assim simular os niveis presentes
na natureza, e ultrapassar concentragoes consideradas toleraveis para a saide do Homem,

Em dados provenientes da transcriptomica e protedmica, observou-se que muitos dos
genes relacionados com a membrana da mitocondria e envolvidos na sintese de ATP, incluindo
a cadeia transportadora de eletroes, estao representados varias vezes nestes dados o que
sugere que a DLD afeta a fungao mitocondrial a nivel da transcricio de genes. Quanto as
proteinas envolvidas na sintese da ATP, também foi possivel observar alteragdes na sua
expressao, o que acaba por coincidir com a capacidade deste produto fitofarmacéutico em
inibir o complexo lll da mitocéndria. A diminuicao da produgao de ATP é um dos efeitos
adversos da exposicao a esta molécula, acreditando-se que a sua origem se deva a sua
capacidade para captar eletroes perto do citocromo b via NADH desidrogenase e succinato
desidrogenase.

Apesar de provocar todas estas alteragoes que se podem correlacionar com a PD, este
composto nao produziu alteragoes de comportamento ou motoras in vivo, nem perda de
neuronios dopaminérgicos e, sendo assim, nao existe uma correlagao inequivoca entre a DLD

e o desenvolvimento da PD [18][33].
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3.1.4.2 Lindano

O LDN pertence também a classe dos OC, e tal como a DLD, a sua agao ¢ atribuida a
capacidade de inibir a transmissao GABAérgica. Os recetores GABAa estao intimamente
ligados aos canais ionicos de cloro e quando estimulados permitem a abertura dos mesmos e
a entrada de ides CI', levando a hiperpolarizagao da célula. O LDN liga-se a um local de ligagao
especifico no canal e bloqueia a sua abertura. Este composto possui particularidades
especificas, pois é rapidamente absorvido através da pele, mas tal como os outros, o seu local
de acao é no SNC. Sintomaticamente, nao leva ao aparecimento de tremores, mas desencadeia
séries de convulsoes em casos de envenenamento, devido a sua acao inibitoria sobre o GABAa
[13].

Para melhor compreender como se desencadeiam os mecanismos pelos quais o LDN
contribui para o aparecimento de doengas neurodegenerativas, foi realizado um estudo para
determinar as alteragoes na expressao proteica induzidas pelo mesmo. Neste, ratos adultos
foram expostos a uma concentragao fixa deste fitofirmaco, 2,5 mg/kg, durante 21 dias. Esta
exposi¢ao tornou-se capaz de desencadear certas respostas no organismo destes modelos in
vivo como a formagao de ROS, a peroxidagao lipidica e disfungao do UPS. Dos resultados
obtidos podemos ultimar que o aumento da formagao de ROS e peroxidacao lipidica, decorreu
da diminuicao da concentragao de GSH e da expressao de enzimas antioxidantes como é o
caso da catalase. Este facto deve-se a capacidade do LDN para alterar o normal funcionamento
da mitocondria, induzindo um cenario de stresse oxidativo.

A desregulacio do UPS, pode ser consequéncia deste mesmo stresse oxidativo, ou
resultado da diminuigao da expressao de proteinas envolvidas neste sistema, como as enzimas
conjugadas da ubiquitina (Ube2N, Ube2L3) e a enzima transportadora da ubiquitina (Ubc3),
inferindo uma alteragao dos niveis totais de ubiquitina em diferentes regioes do cérebro. Este
acontecimento sugere a acumulagao de proteinas ubiquitinadas e, juntamente com a menor
expressao de chaperonas, indicando um maior niUmero de proteinas desdobradas, o que por
sua vez leva ao aumento de proteinas ubiquitinadas, poderao constituir os meios responsaveis
pela neurodegeneragao. Houve ainda um aumento da expressao de SNCA e de subunidades
proteossomais (PSMB4, PSMB6 e PSMAS) na substantia nigra e corpo estriado. Estas alteragoes
estao correlacionadas com a formagao de corpos de Lewy nestes mesmos locais.

Além das alteragoes descritas anteriormente, a exposi¢cao continua ao LDN durante o
tempo do estudo, provocou também modificagdes na expressao de proteinas relacionadas
com a neurotransmissao colinérgica e dopaminérgica e de proteinas envolvidas na morte
neuronal. Analisando o comportamento dos ratos, estes demonstraram uma menor

predisposicao para a locomogao, e maiores dificuldades em processos de memorizagao e
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aprendizagem. Podemos, assim, concluir que as transmissoes dopaminérgicas e colinérgicas

foram afetadas, respetivamente, apds a exposicao a este composto [34].

3.1.5 Consequéncias moleculares e celulares da exposicao a Bipiridilos

3.1.5.1 Paraquato

O PQ ¢ a substancia ativa de PF com propriedades herbicidas, pertencente a classe quimica
dos bipiridilos. Este € um composto com propriedades neurotoxicas, estando intimamente
ligado a casos neurodegenerativos. Estas caracteristicas foram descobertas a partir da sua
semelhanga estrutural com o MPP+, o metabolito ativo de uma substiancia neurotéxica
frequentemente utilizada para criar modelos de Parkinson, o MPTP [35]. Acredita-se que os
efeitos adversos desta molécula se devam a varios fatores que podem estar interligados entre
si, como a disfungao mitocondrial, indugao de stresse oxidativo, apoptose, autofagia e ainda
inibicao do UPS [18].

Um dos fatores com maior correlagao na origem da PD, é o stresse oxidativo. Sao diversos
os processos que podem estar na génese deste evento, desde o metabolismo oxidativo da DA
e consequente produgao de ROS, a elevada necessidade de realizar respiragao aerdbia e
existéncia de uma elevada concentragao de ferro na susbtantia nigra, conduzindo a formagao
do radical hidroxilo (HO') pela reagao de Fenton. Deste modo, conseguimos detetar uma
maior predisposicao deste local para a degeneragao dopaminérgica. Uma das caracteristicas
mais relevantes deste composto € a sua capacidade para participar em reagoes de oxidagao-
redugao, passando da forma PQ* para a forma reduzida PQ™. Esta (ltima é rapidamente
reoxidada na presenga de O, regenerando o composto original, com formagao do superoxido
O, . Este ultimo quando se liga a enzima SOD ¢é convertido a peroxido de hidrogénio que na
presenca de ferro (ll), é reduzida ao radical HO" que tem a capacidade de interagir diretamente
com o DNA, proteinas e lipidos, levando a sua oxidagido. Como potencial elemento
exacerbante da acao do PQ na introducao de um estado de stresse oxidativo, estao os seus
efeitos na enzima GSH, diminuindo-a, com aumento os niveis de GSSG. As ROS provenientes
das reagoes redox deste herbicida, traduzem-se numa maior expressao da NADPH-oxidase,
que esta envolvida na producao de potenciais mediadores do stress oxidativo como o O,".
A alteragao da expressao pode eventualmente ser resultado da ativagao de determinadas vias
celulares iniciadas pela PKC delta ou ERK1/2, aumentando a transcricao da NADPH-oxidase,
que resultam num aumento de ROS nas células e consequente morte celular.

Como acontece em casos anteriores, o PQ consegue ativar as células da microglia, que se
pensa serem responsaveis pela manutengao de um estado neuroinflamatério e pela produgao
de ROS (Figura 3). Estes eventos sao os principais culpados no processo neurodegenerativo,
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sendo que as células da microglia contactam diretamente com a substancia toxica, ativando-se
e iniciando os eventos referidos a montante, sendo uma das principais causas para a
neurodegenerescéncia. Num dos estudos realizados por Purisai [36], uma uUnica exposigao a
este fitofarmaco, ativou a microglia e induziu um estado de stresse oxidativo, mas s6 quando
houve contacto com um lipopolissacarideo (LPS), é que ocorreram danos nos neuronios
dopaminérgicos, indicando que apos uma primeira exposicao passa a existir uma maior
sensibilidade para outros agentes toxicos, aumentando a suscetibilidade para a ativagao de
respostas inflamatorias [18]. Este aumento de sensibilidade foi também comprovado num caso
de exposi¢ao conjunta deste herbicida com o fungicida maneb. Nessa perspetiva, observou-se
que para além de introduzir perda dopaminérgica, esta co-exposi¢cao também produziu perda
de neurdnios adrenérgicos localizados no locus coeruleus, sendo este efeito precedente da
perda dopaminérgica. A diminuicao de neurdnios adrenérgicos localizados no locus coeruleus
pode traduzir-se em sintomas nao motores observados nos doentes de Parkinson. O
mecanismo responsavel por iniciar todo este processo neurodegenerativo conta com a
ativagao da microglia através da ativagao da enzima NADPH-oxidase (Figura 4). Esta enzima
ligada 2 membrana celular, estd também presente no sistema imunitario e é ativada com o
preceito de aumentar o processo respiratorio nos fagocitos, estando também presente em
células da microglia. A sua ativagao contribui profundamente para a produgao de ROS e
espécies reativas de nitrogénio que, conjuntamente com outros processos ativos, danificam
os neurdnios. A ativagao desta enzima nos murganhos expostos a combinagao dos pesticidas,
foi comprovada através da translocagao de uma das subunidades citosdlicas que compoem
esta enzima, a p47°™™, que se apresenta diminuida no citoplasma, mas aumentada nas
membranas. De forma complementar, foi também utilizada uma técnica que permite
acompanhar a formagao de superoxidos por parte desta enzima, recorrendo a uma marcagao
fluorescente, que evidenciou o aumento da concentragao de superoxidos nos murganhos
expostos aos fitofarmacos. Foi entao administrada apocinina, um inibidor da NADPH-oxidase
resultando na diminuicao de produtos provenientes da agao enzimatica e ainda inibindo a
ativagao da microglia, pois levou também ao decréscimo do marcador de ativagao da microglia,
o Iba-1. Além de realizar estas alteragoes, a apocinina foi capaz de inativar a via NF-kB e
consequente libertagao de fatores proé-inflamatérios. Pode assim concluir-se, que a ativagao
da NADPH-oxidase, permite a ativagao da microglia, reportando consequéncias para as células
neuronais [37].

Existem outros mecanismos envolvidos no processo neurodegenerativo desencadeados
por exposigao ao PQ, alguns deles ja discutidos anteriormente, como a disfungao mitocondrial,

inibicao do UPS e morte celular. Pensa-se também na existéncia de uma outra via degenerativa
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envolvendo os recetores NMDA. O PQ é capaz de estimular o efluxo de glutamato a partir
de recetores nao-NMDA acabando por ativar os recetores NMDA. Assim, passa a ocorrer
um maior influxo de Ca** estimulando a produgio de NO, que interage com a mitocondria,
contribuindo para a sua disfungao, ou interagindo com as ROS, com consequente produgao
de peroxinitrito, conduzindo ao aumento de radicais livres [18].

Relativamente a disfungao mitocondrial, o PQ mostrou-se capaz de inibir a atividade do
complexo | da mitocondria (NADH: quinona oxidoredutase) na substantia nigra, sendo este
um dos aspetos observados em doentes com Parkinson. Esta inibicao leva a um aumento da
producao de ROS. Para além de inibir o complexo |, este neurotdxico também mostra
do herbicida, que assim inunda as células neuronais com espécies oxidativas [I8]. Estes nao
sao os Unicos efeitos que o PQ exerce sobre a mitocondria. A morte celular via mitocondrial,
é outro dos eventos iniciados apds exposicao a este fitofirmaco, primeiramente através de
alteragoes na permeabilidade das membranas, com libertagao de fatores apoptoticos. Esta
permeabilizacao tem por base a formagao de dois tipos de poros, o mPTP, um poro de
transicao situado na membrana interna da mitocéndria e o MAC, canal indutor de apoptose
da membrana externa da mitocondria. Enquanto que o mPTP permite a passagem nao seletiva
de solutos de baixa massa molecular, o MAC ¢ grande o suficiente para permitir a passagem
e libertagao do citocromo c para o citoplasma. Para a formagao do MAC presume-se que sao
necessarias proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak, sendo que a constituicao do canal ainda nao
esta devidamente definida. Foram ainda relatados aumentos na formagao de oligomeros e
heteromeros Bax e Bak em células primarias TH positivas [38].

Estes dois canais podem interagir entre si para iniciar o processo apoptotico, sendo
necessario um desencadeante do mesmo. Neste caso a chave que inicia o processo é a
exposi¢ao ao PQ. Por exemplo, apesar da formagao do MAC preceder a abertura do mPTP,
por vezes, este s6 € formado apos a abertura do poro de transigao. Especula-se, também, que
o mPTP pode ter a sua abertura condicionada pela oligomerizagao do Bax. O resultado
verificado apos exposicao ao PQ, foi de que este herbicida provoca a agregacao do Bax ou
Bak e libertagao do citocromo ¢, na medida em que o primeiro canal a ser desenvolvido é o
MAC e s6 depois ha abertura do mPTP. Ao utilizar um bloqueador do mPTP, a ciclosporina
A, conseguiu-se inibir o processo apoptotico, ou seja, demonstrou-se a possibilidade de
contrariar a abertura do canal induzida pelo PQ, o que vem comprovar o potencial efeito
deste toxico na mitocondria através da formagao destes canais [38].

Continuando com o processo de libertagao do citocromo ¢ pela mitocondria, esta ultima

interage com a Apaf-l e com a procaspase-9 conduzindo a formagao do apoptossoma que
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ativa a caspase-3 iniciando a apoptose (Figura 5). O reticulo endoplasmatico também pode
desencadear este processo (Figura 6), tendo como causa o stresse oxidativo, disturbios no
Ca®, ou hipoxia, o que leva a uma maior acumulagio de proteinas desenroladas que
desencadeiam uma resposta de stresse. Esta resposta consiste na ativagao de proteinas pro-
apoptoticas da familia Bcl-2 que promovem a libertagao do citocromo c [18].

Como o PQ reproduz in vivo todas as caracteristicas fenotipicas de um doente com
Parkinson, como a reducao de neurdnios dopaminérgicos, sintomas motores e nao motores
e agregados de a-sinucleina com formacao de corpos de Lewy, a exposicao a este herbicida
cria excelentes modelos da doenga. Um dos modelos atualmente utilizados que viabilizam o
estudo da doencga é a Drosophila melanogaster. Nesta espécie, a administragao de PQ é capaz
de promover o aparecimento das principais caracteristicas da doenga através do
desenvolvimento de stresse oxidativo, degeneragao dopaminérgica, diminuicao de DA,
aumento dos niveis de DOPAC, alteragcoes motoras e mudangas metabdlicas. As mudancas
metabdlicas, envolvem alteragdes nos aminoacidos, hidratos de carbono e acidos gordos. Uma
das alteragoes metabdlicas a referir é o acréscimo da concentragao de mio-inositol que tem
repercussoes a nivel da atividade motora, sendo que esta alteragao pode ser observada em
doentes diagnosticados com a doenga [35].

Os corpos de Lewy que devem a sua formagiao a erros estruturais nas proteinas, sao
normalmente degradados pelo UPS, mas em caso de disfun¢ao deste sistema, estes tendem a
acumular no estriado. As causas principais de disfungao deste sistema sao a diminuicao da
producao de ATP devido a disfungao mitocondrial, stresse oxidativo ou mesmo fruto de
mutagoes genéticas. Esta disfuncao leva a célula a iniciar um ciclo vicioso, pois, como nao
consegue degradar o excedente de a-sinucleina, formam-se agregados que por agao direta sob
o componente 20S do proteossoma, diminui o grau de funcionamento do sistema. Estudos
recentes mostraram que o PQ provoca a diminuigao da atividade proteolitica da subunidade
26S, o que conjuntamente com o aumento de expressao de a-sinucleina, acresce o risco de

desenvolvimento e progressao da doenga [I8].

3.1.6 Evidéncias epidemiologicas da relacao de PF com a doenca de Parkinson

O Agricultural Health Study [39], € um caso coorte prospetivo, no qual estao envolvidos
agricultores e suas familias, provenientes do estado do lowa e Carolina do Norte. Este € um
dos maiores estudos realizados e existem varias revisdes do mesmo, envolvendo outros
parametros, pois, neste, o foco era o aparecimento de cancro em agricultores expostos a
multiplos fatores. Este estudo foi realizado entre os anos de 1993 e 1997 e consistiu na

realizagao de questionarios e entrevistas telefonicas. Alguns dos dados que foram requisitados,
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abordavam questoes demograficas, a condicao médica, uso de pesticidas, tipo de culturas que
tratavam, uso de equipamento de seguranga, consumo de frutas e vegetais e ainda consumo
de alcool e tabaco. Para melhor compreender o uso de pesticidas foram colocadas perguntas
relacionadas com a atividade de preparar ou aplicar os mesmos, o nimero de anos e a média
dos dias por ano em que a pessoa desempenhou essa tarefa, a utilizagao de alguns pesticidas
selecionados e a frequéncia do seu uso [34][39]. Observou-se que 77% dos inquiridos (cerca
de 75 mil), possuiam registo para aplicagao de pesticidas, e que a média da duragao de
utilizagao destes compostos era de |16 anos [39]. Os seguintes estudos baseados neste estudo
principal, Kamel [40] e Tanner [41], demonstraram a importancia de diferenciar os casos
incidentes dos prevalentes [34]. Na revisao por Kamel, 60 intervenientes do estudo que
aplicavam pesticidas e 23 conjugues apresentaram a forma prevalente da PD, enquanto que no
acompanhamento do estudo, foram detetados 78 casos incidentes. Dos 90 resultados do
estudo existiram 45 OR da prevaléncia da doenca e a exposi¢ao a pesticidas, em que 33 foram
inferiores a 1,0, 14 foram acima de 1,0 e 8 foram iguais a 1,0. Dos outros 45 resultados, para
a incidéncia do Parkinson no estudo, |6 foram inferiores a 1,0, 22 acima de 1,0 e 7 foram iguais
a 1,0. Ou seja, apenas os casos incidentes tiveram uma relagao positiva com a exposi¢ao a
pesticidas, denotando a importancia de dividir os casos em grupos de incidéncia e prevaléncia
[40].

Tanner, realizou também um estudo (caso-controlo) tendo por base o AHS, de modo a
determinar se os pesticidas que causam disfungao mitocondrial ou stresse oxidativo estao
associados a PD. Neste foi definido um grupo de casos e um grupo de controlo, na proporg¢ao
de |:3, baseados no caso coorte descrito anteriormente. Dos 170 casos suspeitos, existiram
|15 casos de Parkinson confirmados por neurologistas, sendo que em |10 deles existiam
dados acerca dos PF utilizados. De entre os PF capazes de desencadear stresse oxidativo, o
PQ mostrou ser aquele com maior significado, o que se evidencia pela sua OR de 2,5 para
homens e mulheres e 2,7 apenas para homens. Em caso de uso prolongado deste herbicida, a
correlagao sofre algumas mudangas, sendo que atinge os 3,6 se o tempo de duragao for
superior a média e 2,4 se for inferior ou igual 2 média encontrada no estudo. Para os inibidores
do complexo | da mitocondria os resultados auferidos pela ROT foram os de maior significado,
com uma OR de 2,5. E de notar que os resultados para os dois fitofirmacos abordados, foram
muito semelhantes aqueles que se observaram 5 a |5 anos antes do diagnostico [34][41].

A exposicao ocupacional a PF compoe um enorme risco para o utilizador, caso nao sejam
tomadas medidas de precaugao. Num estudo de revisao com base em publicagoes de casos
coorte da base de dados MEDLINE entre 1966 e 201 |, foi observado um aumento substancial

no risco de desenvolver Parkinson em 28%, valor que se manteve homogéneo perante os
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diferentes estudos. Ao combinar os estudos em que a doenga foi diagnosticada por
neurologistas, o meta-risco relativo foi de 2,56, o que indica que a exposi¢ao ocupacional se
traduz num risco aumentado de vir a desenvolver Parkinson [42]. Como reforgo do risco
desta exposicao, foram realizadas compilagoes de varios estudos resultando em revisoes
sistematicas. Numa das publicagoes foram compreendidos 29 estudos validos (28 casos
controlo e | estudo coorte) de entre varias bases de dados, sendo o tamanho do efeito (ES)
de 1,42, mostrando mais uma vez a relagao positiva entre o uso e exposi¢ao a fitofarmacos e
o Parkinson. Quanto a exposi¢ao ocupacional e a mesma doenga, os resultados obtidos de 17
casos controlo e 3 casos coorte, mostraram que ES=1,49 [43]. Num estudo realizado com
base em 400 idosos residentes na Costa Rica, detetou-se um aumento nos niveis de DLD e -
HCH e diminuigao nos niveis de DDT e DDE no soro de 89 dos 400 pacientes em comparagao
com um estudo anterior realizado na mesma area. O aumento da concentragao destes
compostos foi acompanhado com o aumento do risco de desenvolver a doenga, justificado
pelo aparecimento de sintomas especificos da patologia [44].

Outros estudos com elevada importancia para expor os riscos da exposic¢ao a fitofarmacos
foram conduzidos por Priyadarshi [45] e Baldi [46]. O primeiro autor focou-se na exposigao
a fitofarmacos e a sua relagao com a PD e para tal realizou uma meta analise que envolveu 19
estudos entre 1989 e 1999, acabando por concluir que o aumento do risco de desenvolver
Parkinson era consistente entre os estudos, tendo a OR combinada o valor de 1,94 [26][43].
O estudo conduzido por Baldi, designado de PHYTONER [46], foi realizado com a
participagao de 929 trabalhadores vinicolas com uma idade média de 50 anos e que tivessem
pelo menos 20 anos no desempenho daquela atividade. Os individuos foram entao separados
consoante o grau de exposi¢cao, nao existente, direta e indireta e apds 4 anos voltaram a ser
examinados (apenas 614 individuos), recorrendo a questionarios e testes que avaliaram o
comportamento neuronal. Em comparagao com o grupo dos nao expostos, os resultados
mostraram a existéncia de declinio cognitivo associado ao uso cronico de pesticidas, sendo
que o grupo dos individuos expostos mostrou um declinio cognitivo e motor mais rapido. Os
resultados obtiveram maior pronutncia em mulheres, individuos com um nivel de educagao
elevado e que nao consumiam alcool [47]. Num outro estudo com a mesma autoria, reportou-
se um maior risco para os Homens com mais de 65 anos de virem a despoletar a doenga
devido a fenébmenos de exposi¢ao ocupacional a pesticidas, sendo o RR de 5,63 [26][48].

Uma via importante que faz parte da exposigao aos fitofarmacos € a sua ingestao. A ingestao
destas substancias, pode ser realizada através do consumo de agua contaminada pelas mesmas,
providenciada pela sua taxa de adsorgao e tempo de meia-vida neste meio. Foram realizados

estudos, nos quais se percebeu que o risco de consumo de agua de pogos, aumentava o risco
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de desencadear um processo neurodegenerativo como o Parkinson. Uma vez mais, Priyadarshi
[49] associou estes dois termos numa meta-analise reportando uma OR de 1,20 proveniente

de varios estudos. Também um estudo sérvio apoia este risco expondo uma OR de 2,62 [26].

3.2 A doenga de Alzheimer como consequéncia da exposicdo a fitofarmacos

A AD é uma patologia crénica, complexa, multifatorial e irreversivel, marcada pela perda
progressiva de memoria e capacidade cognitiva, colocando em causa os habitos pessoais e a
aptidao para desempenhar certas tarefas [18]. Estima-se que contribua em cerca de 60-70%
para os casos de deméncia a nivel mundial, e que o numero de afetados chegue aos 106 milhGes
em 2050 [22][50].

Existem duas formas de Alzheimer, uma denominada de familiar ou de inicio precoce, a
qual tem inicio antes dos 65 anos de idade e explica apenas 5% dos casos. Esta forma esta
relacionada com a existéncia de mutagoes genéticas autossomicas dominantes em trés genes,
o gene da proteina percursora amiloide (APP), da presenilina | (PSEN ) e da presenilina 2
(PSEN 2) envolvidas na sintese do peptideo beta-amiloide (AB) [22]. A forma mais prevalente
da doenga € a forma esporadica ou de inicio tardio, sendo esta, entao, a forma mais comum.
Apesar de nao estar diretamente ligada a existéncia de mutagoes genéticas, esta forma pode
ser comprometida por alguns fatores genéticos como o polimorfismo na apolipoproteina E
(APOE), nomeadamente se estiver presente um ou dois alelos €4 [51].

Relacionadas com a etiologia desta doenga, estao duas hipoteses. Uma delas é alusiva a
expressao da y- e da [-secretase, proteases asparticas que clivam APP com libertagao do
peptideo AP insoluvel, responsavel pela formagao de placas e agregados senis amiloides que
comprometem progressivamente a normalidade da célula e a comunicagao nervosa. A outra
hipotese esta relacionada com a proteina Tau, que é responsavel pela formagao e estabilizagao
dos microtubulos dos axoénios. A hiperfosforilagio de residuos de aminoacidos (serina e
treonina) da proteina Tau, por cinases especificas, leva a sua agregaciao e deposicao, sob a
forma de emaranhados neurofibrilares insoluveis. Sao estes depodsitos que iniciam
determinadas lesdoes nos locais onde se acumulam, culminando na morte de neurdnios e
bloqueio de sinapses, pontos caracteristicos desta patologia [22].

Outro mecanismo que desregulado pode levar ao aparecimento da AD, conduzindo a
morte de neuronios e sinapses em varias regioes do cérebro, nomeadamente na regiao do
cortex e hipocampo, é a disfungao colinérgica. A acetilcolina (ACh) é um dos principais
neurotransmissores do cérebro e possui recetores em varias regides do SNC,

desempenhando um papel importante na aprendizagem e na memoria. Os neurdnios
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colinérgicos, para além destas tarefas, estdo envolvidos noutros processos fisiologicos,
comportamentais e cognitivos, portanto uma vez afetados pela neurodegenerescéncia, levam
a alteragdes nestes dominios [51].

Apesar de se equacionar a relagao entre a utilizagao de PF e a AD, com base em estudos
epidemiologicos e com fundamento em algumas classes de fitofarmacos, como € o caso dos
OF, nao se conhecem, para ja, outras evidéncias pré-clinicas ou clinicas que permitam
estabelecer uma relagao de causalidade inequivoca entre os diferentes PF e a AD.

Os OF, sao a classe de fitofarmacos para a qual existe maior correlagio com a AD. Pela
sua toxicidade foram largamente utilizados sob diversas formas e para diversos fins, desde a
sua utilizagdo como inseticidas até ao uso como arma quimica, como € o caso do gas sarin. Os
OF utilizados para fins de protegao de plantas tém uma toxicidade muito inferior aos agentes
nervosos usados em armas quimicas, mas, apesar disso, em caso de exposi¢ao aguda levam a
efeitos neurolégicos prolongados.

A maior parte destes compostos, tais como o paratiao, o diazinao, o malatiao e o clorpirifos
(CLO), contém uma extremidade com a ligacdo P=S. Sao normalmente metabolizados por
enzimas da familia CYP450, sofrendo uma dessulfuracao oxidativa, onde o atomo enxofre da
lugar ao atomo de oxigénio. Estes metabolitos, oxoes, sao hidrolisados por fosfodiesterases,
como o caso da PON |. O seu mecanismo de agao envolve fundamentalmente a inibicao de
acetilcolinesterases (AChE), traduzindo-se numa acumulacio de ACh na fenda sinaptica e
consequente aumento de estimulagao de neuronios colinérgicos, nervos e musculos ao longo
do SNC, periférico e autonomo [20]. Existe deste modo uma elevada morbilidade e
mortalidade associada a intoxicagoes com este tipo de produtos, colocando no podio do risco
os agricultores, nomeadamente aqueles que trabalham em campos de agricultura intensiva e
em paises em vias de desenvolvimento onde nao existe um controlo rigido da utilizagao destes
compostos [51].

Embora muitos dos sintomas tenham como causa os efeitos colinérgicos, existem novas
evidéncias de mecanismos nao colinérgicos, associadas a uma exposi¢ao prolongada a baixas
concentragoes aos parent coumpounds e nao aos oxoes, apesar destes Ultimos serem mais
potentes. Em estudos in vitro, revelou-se que o oxao do clorpirifos (CLO) esta envolvido na
inibicao da sintese de DNA em linhas celulares de glioma. Contudo, o préprio CLO, inibe a
replicacao e diferenciagao das células da glia por afetar a integridade das redes de
microtubulos, incluindo a tubulina, e reduzindo a proteina acida fibrilar glial (GFAP) presente
no seu citoesqueleto [18].

Estudos em ratos, mostram que os OF, inibidores das AChE, aumentam os niveis de APP

no cérebro, facto correlacionado com o aumento dos niveis de peptideo A3. Num dos estudos

70



realizados em que houve exposicao ao CLO, juntamente com infusdes cérebro-ventriculares
de peptideo A3, desenvolveram-se alteragoes comportamentais € de memaoria nos ratos. Estas
alteragoes, juntamente com a redugao de determinadas proteinas associadas aos microtubulos,
comprovam alguns aspetos descritos anteriormente, dos quais este grupo de compostos é
responsavel. Outras evidéncias foram encontradas, recorrendo a modelos in vivo com ratos
wild type e ratos transgénicos com a mutagao especifica para o tipo familiar da AD. Apos
exposicao ao CLO, observaram-se alteragoes nos niveis de proteina A} e nos processos de
memorizagao, sendo que estas alteragoes foram apenas observadas nos ratos wild type [51].
Num cenario de exposicao a este grupo de fitofirmacos, foi também possivel observar
disfuncao mitocondrial, com aumento do uptake de calcio, alteracao do MMP, stresse
oxidativo, peroxidacao lipidica, iniciagao da via apoptética apos libertagao do citocromo c e

ainda perturbagdes no transporte axonal de forma semelhante a que se encontra na AD [20]

3.2.1 Evidéncias epidemioldgicas da relacio de Produtos Fitofarmacéuticos
com a doenca de Alzheimer

Embora a maioria dos estudos seja centrada na PD, o uso de fitofarmacos esta também
associado a AD. Um dos maiores estudos que relaciona estes dois parametros foi realizado
por Baldi e teve o nome de PAQUID [46], que envolveu o seguimento por cinco anos de 1507
adultos franceses. Este estudo prospetivo reportou um RR de 2,4 perante a AD, apresentando
também uma menor performance dos pacientes no MMSE (Mini mental State Examination).

O estudo Cache County [52][53] contou com a participagao de 5092 residentes em Cache
County no Utah. Os participantes foram submetidos a uma avaliagio modificada do MMSE e
a questionarios, sendo reavaliados aos 3, 7 e 10 anos ap6s o inicio do estudo. Apesar de apenas
60,5% dos participantes iniciais terem concluido o estudo, os resultados foram de encontro
ao esperado com uma associagao positiva para a AD, com hazard ratio (HR) de 1,42 [47]. Uma
revisao da literatura recorrendo a bases de dados como o PUBMED, EMBASE entre outras,
das quais se retiraram com base em critérios de selegao para estudo especifico, 3 casos coorte
e 4 casos controlo acerca da associagao entre a exposicao a fitofirmacos e o desenvolvimento
da AD. As conclusoes retiradas envolveram a diminuicao da capacidade cognitiva de grupos
expostos relativamente a nao expostos, a existéncia de um maior risco em agricultores e
jardineiros e ainda um aumento do risco de aparecimento dos varios tipos de deméncia num
cenario de exposicao a substancias ativas de PF, em que o HR = 1,38. Em suma, os dados
combinados resultaram novamente numa associa¢ao positiva entre a exposigao a fitofarmacos

e a AD, com apresentagao de uma OR geral de 1,34 [54].
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4. Conclusao

Ao longo deste trabalho foram descritas inimeras evidéncias de risco baseadas em estudos
in vitro, in vivo e estudos epidemioldgicos, indiciadoras ou demonstrativas da relagao de
causalidade entre a exposicao a fitofirmacos e a prevaléncia de doengas neurodegenerativas.
Desde logo, é evidente a necessidade de novos e diversificados estudos prospetivos,
conduzidos de forma rigorosa e concisa, envolvendo um numero significativo de casos com
diagnosticos inequivocos e com recurso a métodos inquestionaveis demonstrativos de
exposicio a PF. E de extrema importincia que os estudos sejam desenhados para recolher
informagoes de longo prazo, nomeadamente, acerca do inicio da exposi¢ao, sobre a possivel
influéncia de outros fatores etiologicos na doenca, do estilo de vida, etc... De modo a clarificar
a exposicao e eliminar potenciais erros, estes também deverao ter em conta os eventuais
polimorfismos genéticos das populagdes em estudo e abordar classes especificas de
fitofarmacos [26][34][42][43][47].

Resulta também, evidente, a necessidade de reduzir a exposicao a este tipo de produtos,
assegurando, contudo, estratégias de agricultura sustentavel, dada a necessidade de satisfazer
as necessidades alimentares das populagoes e a importancia da protegao das culturas. Uma
das medidas é a priorizacio de meios nao quimicos para a preservagao de culturas contra
agentes nocivos, o que inclui a utilizagao de meios de luta cultural, biologica e biotécnica. A
luta cultural fomenta a utilizagdo de medidas naturais como a rotacao de culturas, a adaptagao
do solo a cultura em vista e a utilizagdo de sementes certificadas. A luta biologica passa pela
utilizagao de outros organismos vivos que eliminam os agentes nocivos através da predagao
dos mesmos, ou mesmo atuando como agentes patogénicos em certas espécies. Ja a luta
biotécnica envolve a utilizagao de agentes que interferem no ciclo de vida ou fungoes
metabdlicas dos organismos que ameagam as culturas, por vezes conduzindo a sua morte.
Neste método, utilizam-se reguladores de crescimento de insetos e produtos semioquimicos
como as feromonas ou mesmo desencadeando uma luta autocida, sendo um exemplo desta, a
esterilizagao de machos e sua dispersao em zonas estratégicas, tendo em vista a competicao
sexual, com deposicao de ovos inférteis [8].

O desenvolvimento e utilizagao de PF com maior especificidade para o alvo e com menor
toxicidade ambiental e humana, constituem uma das alteragoes necessarias para reduzir o
risco associado a utilizagao destes produtos. Outro dos aspetos a ter em conta, sao os LMRs,
que com o crescimento de evidéncias acerca dos efeitos adversos da utilizagao de fitofarmacos
e dados toxicologicos, devem ser atualizados e revistos. Para além destas medidas e
parametros, € indispensavel fornecer formagao profissional agricola as pessoas envolvidas

nestes processos, acerca da correta utilizagao de equipamentos e sob as medidas de seguranca
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a utilizar na preparagao, aplicagao, armazenamento e transporte deste tipo de produtos. Para
a restante populagao é necessario melhorar a educagao basica de modo a que tenham a ideia
correta sobre os PF, os seus riscos, beneficios e para que se consiga uma utilizagao racional
dos mesmos. Conceitos fundamentais e de caracter muito basico, tais como o tempo de
persisténcia ou o intervalo de seguranga dos PF, tém que ser divulgados e integrados no
conhecimento essencial sobre seguranga alimentar. O governo portugués, nomeadamente
através da Direcao Geral de Alimentacao e Veterinaria concebeu um Plano de Acao Nacional
(PAN) [55] acerca do uso sustentavel de PF com as possiveis medidas a adotar ao nivel de
todos os envolvidos no processo.

O farmacéutico também podera desempenhar o seu papel como agente de saude publica
contribuindo para as estratégias de producao integrada, de modo a alcangar a meta de uma
agricultura sustentavel, com diminuicao do risco de exposicao ambiental e humana a
fitofarmacos. Cabe a esta classe, nomeadamente aos farmacéuticos que exercem a sua
profissdo em areas rurais com maior contacto com a atividade agricola, informar e aconselhar
acerca da correta preparagao e utilizagao destes produtos, alertar a populagao para os riscos
no contexto da seguranga ocupacional e alimentar, com especial atengao para a correta
interpretacao do tempo de intervalo de seguranga e dos limites maximos residuais, a que estas
formulagcoes devem obedecer. Para além disso, os farmacéuticos sao profissionais altamente
qualificados que podem integrar equipas de investigagcao, tendo como objetivo a obtencao de
PF com maior perfil de seguranca e especificidade, ou mesmo investigando evidéncias de risco,
aumentando a consciencializagao geral para os efeitos provocados pelos fitofarmacos no
organismo humano, com especial atengao para as doengas neurodegenerativas, devido a sua

elevada prevaléncia e falta de compreensao.
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Anexos
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Figura |: Processos de distribuicio dos PF no meio ambiente (Retirado de [8]).
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Figura 2: Consequéncias da exposi¢ao a dieldrina ao nivel das células nervosas (Retirado de

[18]).
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Figura 3: O paraquato revela-se capaz de ativar as células da microglia, resultando num
aumento de ROS e fatores pro-inflamatoérios. Estas moléculas, aumentam a expressao da
NADPH-oxidase, que, juntamente com o efeito do paraquato nos neuroénios
dopaminérgicos, contribuem para a geragao de ROS e, consequente degeneragao
dopaminérgica (Retirado de [28]).
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Figura 4: Ativacao da NADPH-oxidase através do contacto com os compostos paraquato e

maneb, com produgao extracelular de superoxido e ativagao da microglia. A ativagao da

microglia tem como consequéncia a produgao de ROS intracelular e ativagao da via NF-KB,

que por sua vez induz a libertagao de fatores pro-inflamatorios. A apocinina tem a
capacidade de inibir a ativagao da NADPH-oxidase, exercendo um efeito neuroprotector
sobre os neurénios noradrenérgicos do locus coeruleus (Retirado de [23]).
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Figura 5: Disfungao mitocondrial provocada por exposicao a diferentes tipos de PF,

incluindo o paraquato, maneb e dieldrina, e consequente iniciagao da via apoptotica
(Retirado de [28]).
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Figura 6: Indugao de uma cascata de sinalizagao de morte celular provocada por um

fendomeno de stresse oxidativo no reticulo endoplasmatico, devido a exposi¢ao ao paraquato
(Retirado de [28]).
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