UNIVERSIDADE b

COIMBRA

José Miguel Martins Teixeira

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “H4R como um Novo
Alvo na Terapia Anticarcinogénica” referentes a Unidade Curricular
“Estagio”, sob a orientacao, respetivamente, da Dra. Catarina Coelho,
da Dra. Susana Sousa e do Professor Doutor Alcino Leitao
apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
para apreciacao na prestacio de provas publicas de Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Setembro de 2018



José Miguel Martins Teixeira

RELATORIOS DE ESTAGIO E MONOGRAFIA
INTITULADA “H4R COMO UM NOVO ALVO NA
TERAPIA ANTICARCINOGENICA” REFERENTES A

UNIDADE “ESTAGIO CURRICULAR”.

Dissertagao de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas orientada pela Dra. Catarina Coelho,
Dra. Susana Sousa e pelo Professor Doutor Alcino Leitao, apresentada a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciagao na prestagao de provas publicas de

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Setembro de 2018

UNIVERSIDADE B

COIMBRA

U




Eu, José Miguel Martins Teixeira, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n° 2012153472, declaro assumir toda a responsabilidade pelo
contetdo do Documento Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “H4R como um novo
alvo na terapia anticarcinogénica” apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra, no dmbito da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este Documento é um trabalho original e que toda e qualquer
afirmagdo ou expressio, por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia, segundo os
critérios bibliogrificos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de

Autor, a exce¢ao das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 7 de setembro de 2018.

N 1 {
P f

. C N s R \\ Wy \ruAl
o) f{‘*%_-i«:,\?. Vogasn Wi

(José Miguel Martins Teixeira)



Agradecimentos

Quero em primeiro lugar agradecer a toda a minha familia, que sempre me ajudou a
tragar o meu percurso, demonstrando um enorme carinho e disponibilidade em todos os

momentos. Sem eles nada disto seria possivel.

A todos os meus amigos, que sempre estiveram ao meu lado e também a

todos os que fui conhecendo durante este percurso e que sao, também hoje, familia.

A todos os orientadores, pelo apoio e disponibilidade demonstrados nesta
importante fase e também a todos os profissionais que conheci e com quem tive

oportunidade de trabalhar durante os dltimos meses.

A Coimbra e, em especial, a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,

onde vivi momentos que nunca irei esquecer e que vao deixar saudades.



iINDICE

Parte | — Relatério de Estagio em Farmacia Hospitalar .........cccccceccunnnnnnnnneeee |
[, NOLaS INErOAUEOTIAS «....ucveeeveiecriucieieieriertceeteseaetese st st sessaseseeseseesesesssssssscsnes 2
2. Administragao Regional de Saide do Centro, LP.........cccoeiviiininniniicncsneeene 2

2.1. Gabinete de Farmacia € Medicamento ..........ccceeeuverivcurevcmnenceneceseneeseneeenseensenes 3
3. ANALISE SWOIT ...ttt se sttt staes 4
3.1, PONEOS FOITES (S).cucuiiuiiiiciiueieieicrriereiereeeeeseaeseeeseeeseeesstsessesessssessssesassssassssaes 4
3.2, PONLOS Fracos (W) ..o ccuecereeieiciciricieiceeeeeseseseseaeseeeseeesstssssessssssessssessssssscsssaes 8
3.3, Oportunidades (O) .....ccereeureeeneunirerrinerneeeseseaeseaseseeseseeesstessesessesessesessssssesssns 9
3.4, AMEAGAS (T) ittt esetsese s st sttt st st se st I
4. Consideragoes FINQIS ........cccceeieeeeerereeeeeieieeete ettt e s s s s se s s s seseseseseann 12

PARTE Il - Relatério de estagio em Farmacia Comunitaria.....ccccceeunnnnneee 13
[, NOLAS INTrOAULOIIAS .....ouvuvereieericricreaeteaeeeseeese st tsesesessesessessssesssessaessassesases 14
2. ANALISE SWOT ...ttt ettt sttt st st ssssesssssacs I5

2.1, PONLOS fOrTES (S) ..evueirierrieeremeireurieurierriesseessesessesseesseessesessesessesssesssscssssessescssesess I5
2.2, PONOS fracos (W) coucucucucuieeicreeieeisensiessiesesssesesseseaessssessssesssssssessssessssessssesssnees 18
2.3. Oportunidades (O) .....cccvcreveereeereurerenriciricsseseasessesesseesstessesessesessessesstaessssessesesas 20
2.4, AMEAGCAS (T) coveueriecrrenrienrierrieeeaets et tes st sese s st sstae st se e st s tas st ssaesacs 22
3. Consideragoes fiNQiS ........cccceeeeeieieeeeeteeeeeetete et s et s s e s s s s s nns 23
Referéncias bibliograficas — Parte | e Il ..........ccccovuunnunnneeeeeeeccccccissnnnnnnnnees 24

Parte Ill - Monografia intitulada “H4R como um novo alvo na terapia

ANLICArCINOZENICA™ uuceeieiiieiiiiiiisnssnnnneeteeeesesssssssssssssseeeeesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssaae 25
L. INErOAUGAO ...ttt ae e s b e s s s s se s anasesnesenenan 26

2. A hiStamina € OS SEUS FECETOIES ......cccueueueuceemrerereereessesessessssesseessesessesessssesscssseses 27

3. A histamina e a proliferagao Celular..........neninenincnecreeseesereeereeeneenes 28

4. Efeito de ligandos dos H4R em modelos experimentais de cancro..................... 29

4. 1. CaNCro da MAMA ...c.ccucuveeeecrrieieieereieieretestesetestae e seteste st st ssesessesssacsessesenas 29

4.2. MElaNOma ...ttt ettt 37

5. Recetores H4 e pesquisa de Novos ligandos..........cccveueuvcunevcurencuriceneenscunesersenennenes 45

6. CoNSIAEragoes FINQiS........ccocueueueeeieieicreeeeeetetete et s e se s ss s s s s e s s ananes 48

Referéncias bibliograficas — Parte Il ............cceenunneerinnnnnnreecnnnneeeecsnnnnnen. 49



Resumo - Monografia intitulada “H4R como um novo alvo na terapia

anticarcinogénica”

O cancro continua a ser um problema de saide de elevada incidéncia, sendo
responsavel por | em cada 7 mortes a nivel global. De acordo com a Organizagao Mundial
de Saude, em 2012, foram diagnosticados aproximadamente 14.1 milhdes de novos casos e
8.2 milhdes de mortes relacionadas com o cancro, sendo que as estimativas atuais apontam
para que, no ano 2030, o nimero de novos casos subira para 21.6 milhoes.

A descoberta do receptor H, da histamina e da sua presen¢a em diferentes tipos de
tecidos e linhas celulares malignas, levou a suposicao do seu envolvimento nos processos de
proliferagao celular, angiogénese, imunosupressao e metastizagao. Assim, numerosos nucleos
de investigacio tém concentrado esfor¢os na avaliagio da atividade farmacologica de
ligandos dos H4R em modelos experimentais, de forma a encontrar novas abordagens na

terapia desta doenga.

Palavras-chave: Cancro; Recetor; Histamina; Proliferagao celular; Terapia.

Abstract - Thesis titled ‘“H4R as a new target on cancer therapy”

Cancer continues to be a major health problem, accounting for | in 7 deaths
worldwide. According to the World Health Organization, in 2012, approximately [4.I
million new cases were diagnosed and 8.2 million cancer-related deaths ocurred, with
current estimates pointing to 21.6 million of new cases in 2030.

The discovery of the histamine H4 receptor and its presence in different tissue types
and malignant cell lines has led to the assumption of its involvement in the processes of cell
proliferation, angiogenesis, immunosuppression and metastasis. Thus, numerous research
institutes have been struggling to evaluate the pharmacological activity of H4R ligands in

experimental models, in order to find new approaches in the therapy of this disease.

Keywords: Cancer; Receptor; Histamine; Cell proliferation; Therapy.
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I. NOTAS INTRODUTORIAS

Este relatorio, realizado no ambito da unidade “Estagio Curricular”, inserida no
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), consiste numa reflexao acerca do
periodo de cerca de 8 semanas que permitiu o conhecimento do trabalho do farmacéutico
como profissional de salde na area da Farmacia Hospitalar, mais precisamente no 6rgao
publico de saide que é a Administracao Regional de Saude do Centro, I.P. (ARSC, I.P.).
Durante este tempo, foi-me dada a oportunidade de integrar a equipa de trabalho
constituida por Farmacéuticos, Técnicos de Diagnostico e Terapéutica (TDTs) e Assistentes
Operacionais (AOs), da Farmacia Central do Gabinete de Farmacia e Medicamento -
Servigcos Farmacéuticos da ARSC, I.P..

A escolha deste estigio advém de uma vontade de integrar uma equipa de
farmacéuticos de carreira hospitalar e perceber como o seu trabalho é importante na missao
de fazer chegar, de melhor forma possivel e de modo igualitario ao utente, os cuidados de
salde, dando primazia a utilizagao correta do medicamento.

O presente relatério é realizado com recurso a uma andlise SWOT (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats), permitindo assim ao leitor, de forma clara e objetiva,
entender o modo de funcionamento da instituigao, o trabalho executado pelo estagiario e o
que de maior importancia foi retido durante este periodo e que podera ser utilizado em
situagoes futuras de trabalho na area farmacéutica. Cada topico constante nesta analise esta

devidamente identificado pelas iniciais S, W, O e T, referentes ao acronimo SWOT.

2. ADMINISTRAGCAO REGIONAL DE SAUDE DO CENTRO, I.P.

A ARSC, I.P. é “uma pessoa coletiva de direito publico, integrada na Administragao
Indireta do Estado, dotada de personalidade juridica e autonomia administrativa, financeira e
patrimonial”.'

A luz do Decreto-Lei n°22/2012, a ARSC é constituida por servigos centrais e por
servigos desconcentrados como € o caso dos Agrupamentos de Centros de Saude (ACeS)
que, em intima ligagao, “tém por missao garantir a populagao da respetiva area geografica de
intervengao o acesso a prestagao de cuidados de salde de qualidade, adequando os recursos
disponiveis as necessidades em saude bem como cumprir e fazer cumprir o Plano Nacional

de Salde na sua area de Intervengio”.'



2.1. GABINETE DE FARMACIA E MEDICAMENTO

O Gabinete de Farmacia e Medicamento (GFM), tal como as equipas e outros
Gabinetes de apoio especializado integrantes da instituicdo, depende hierarquicamente do
Conselho Diretivo da ARSC, I.P., estando as suas competéncias incluidas no Artigo 61° do
DR, 2* série - n° 35 - 19 de Fevereiro de 2013. No seu ambito de intervengao consta a
atividade farmacéutica relacionada com a “organizagcdo e gestio, farmacia
clinica/informagao/formagao, o apoio técnico e a farmacoeconomia e qualidade.”

Este gabinete é constituido pelos seguintes servigos:

* Gabinete de coordenagao
* Farmacia Central

e Gabinetes desconcentrados — ACeS

A Farmacia Central do GFM da ARSC, I|.P. localiza-se no Alto da Relvinha, em
Coimbra, e a sua coordenagao ¢ efetuada pela Dr.* Catarina Coelho. Os recursos humanos
da Farmacia Central incluem 5 farmacéuticas, cada uma com um ACeS atribuido, 4 TDTs e 6
AO:s.

Este local onde desenvolvi o meu trabalho como estagiario é o nucleo local de todo
o processo logistico onde se centram os processos de aprovisionamento, gestao e envio de
todos os medicamentos, dispositivos médicos e outros produtos de saude para as Unidades
Funcionais (UFs). A condensacao de todos os armazéns, anteriormente dispersos pela regiao
centro (12 no total), veio trazer vantagens tanto a nivel econémico, pela diminuigao do valor
de rendas pagas, bem como a nivel do controlo interno dos stocks, com diminui¢ao de
desperdicios e maior eficacia na distribuicio adequada de todos os recursos necessarios a
pratica clinica, com mais relevancia os medicamentos, vacinas e dispositivos médicos (DM).
Adicionalmente, beneficiou-se também pela uniao de um grupo de profissionais de saude

experiente e capaz de responder as necessidades e problemas emergentes.

Os 78 conselhos abrangidos pela ARSC, I.P. contam com a existéncia de 6 servigos
desconcentrados (os ACeS), 12 unidades hospitalares (das quais 5 sao centros hospitalares e
3 estdo integrados em 2 Unidades Locais de Saude - ULS), cerca de 300 Unidades de Salde
(UF), 5 Centros de Diagnostico Pneumologico (CDP), 2 Servigos de Urgéncia Basica (SUB),
2 ambulancias de Suporte Imediato de Vida (SIV), 3 Unidades de Internamento (Comunidade
Terapéutica Arco-iris, Unidade de Alcoologia e Unidade de Desabituagao), 6 Centros de

Resposta Integrada (CRI) e 122 locais de distribuigao direta de metadona.



O GFM da ARSC, I.P., apresenta assim, como responsabilidades:

* Supervisao técnica das aquisicoes de medicamentos, dispositivos médicos e
outros produtos de salde necessarios as UF, com responsabilidades na
qualidade, acondicionamento, distribuigao e utilizagao;

* Garantir a permanente atualizagdio dos dados constantes no Sistema de
Gestao Integrada do Circuito do Medicamento (SGICM);

* Garantir a satisfagao das requisi¢oes a todas as UF na area de abrangéncia da
ARSC, |.P;

* Coordenar a atividade farmacéutica desenvolvida nos servigos
desconcentrados, garantindo o uso racional, seguro e eficaz dos
medicamentos, dispositivos médicos e vacinas;

* Apoio e coordenagao com o Departamento de Saude Publica (DSP) nos
programas de promogao, prevencao e protegao da saude;

* Integracao de comissoes técnico-cientificas com vertente clinica/farmacéutica;

* Elaboragao de pareceres técnicos na area farmacéutica e do medicamento;

* Articulagio com Servicos Farmacéuticos de outras entidades publicas ou
privadas;

* Articulagdio com o DSP na elaboracao de informagoes técnicas para
aprovacao dos servicos de turnos das farmacias e sobre cobertura

farmacéutica.

3. ANALISE SWOT
3.1. PONTOS FORTES (S)

S) EQUIPA DE TRABALHO COESA E PROFISSIONAL

A equipa de trabalho da Farmacia Central da ARSC, I.P. conta com a presenga de
Farmacéuticos, Técnicos de Diagnostico e Terapéutica e Assistentes Operacionais que
trabalham em conjunto num ambiente de cooperagao.

Os Farmacéuticos sao os profissionais que possuem os conhecimentos técnico-
cientificos que permitem que o medicamento correto seja concedido ao doente certo,
sendo responsaveis pela coordenagao e controlo de todo o circuito do Medicamento desde
a sua aquisigao, gestao e aprovisionamento, sendo que todos os colaboradores trabalham de
forma empenhada com o mesmo objetivo: o de garantir a satisfagao de pedidos nas UFs da

area de abrangéncia da institui¢ao e que se articulam com o GFM.



Durante o periodo de estagio senti-me integrado na equipa de trabalho, tendo
executado diversas tarefas da responsabilidade do farmacéutico da area hospitalar, mais

especificamente na area dos Cuidados de Saude Primarios (CSP).

S) ORGANIZACAO DO ESPACO DE TRABALHO

A Farmacia Central organiza-se espacialmente em areas distintas compreendendo os
gabinetes farmacéuticos, uma sala reservada aos produtos inflamaveis, uma sala onde se
armazenam os medicamentos e DM, uma sala para solugdes injetaveis de grande volume,
antissépticos e desinfetantes e uma sala de atendimento de vacinas que contém dez
frigorificos e duas camaras de frio, uma para armazenamento do stock de produtos
termolabeis e outra para armazenamento dos produtos termolabeis que seguem para
distribuicao nas respetivas rotas. Note-se que todas estas areas estdo devidamente
sinalizadas, sendo que esta divisao consciente permite uma facil organizagio e gestio de
recursos humanos bem como uma otima execugao de tarefas por parte de todos os

colaboradores.

S) SISTEMA DE GESTAO INTEGRADA DO CIRCUITO DO MEDICAMENTO (SGICM)

O SGICM da Glintt, um programa incorporado no sistema informatico da ARSC, I.P.,
possibilita um controlo de grande rigor nos processos de pedido e distribuicao de todos os
produtos, com especial relevancia, os medicamentos e DM. Este software proporciona uma
transparéncia em todo o circuito do medicamento, possibilitando uma otima gestao de
stocks no proprio armazém, bem como nas UFs com que este se articula, sendo esta ultima
realizada, na grande maioria, por niveis de consumo mensal. A distribuicao é entao feita de
acordo com as necessidades de cada uma das UFs, sendo estes niveis de consumo
atualizados cuidadosamente pelos farmacéuticos do GFM em colaboragio com os
profissionais médicos e enfermeiros dos ACeS.

A natureza facilitante deste tipo de standartizagdo traz, no entanto, alguns
inconvenientes: um deles é o surgimento de bugs em alguns campos de preenchimento na
interface do programa, bem como o tempo de espera por vezes ocorrido entre a realizagao
de algumas tarefas; outro inconveniente é a dificuldade, por vezes notoria, de alguns dos
utilizadores do proprio sistema (pessoal responsavel pelas requisi¢goes nas UFs), o que atrasa
os processos de pedido ou que leva mesmo a ocorréncia de erros no processo de
requisicao. Mesmo assim, pode-se dizer que o sistema traz um grande beneficio na gestao

organizacional e de distribuigao efetuada pelos SF.



Esta metodologia de trabalho ira permitir, no futuro, transformar cada uma destas UF
num “armazém integrado”, ou seja, sera possivel o acesso a toda a informagao relativa as

existéncias em cada uma das UF, facto que tornara ainda mais eficaz a gestao de existéncias.

S) PROTOCOLO DE SUBMISSAO DE QUEBRAS NA REDE DE FRIO

A ARSC, I.P. é responsavel pela correta recegao, armazenamento e posterior
distribuicao de vacinas as varias UFs a que presta apoio, seguindo as normas orientadoras da
DGS e do novo PNV, que sofreu algumas alterages no inicio do ano de 2017.

As vacinas armazenadas na Farmacia Central sao distribuidas mensalmente pelos
Servicos Farmacéuticos do GFM em caixas ou malas térmicas de forma a garantir a
manutengao de temperatura adequada durante o seu transporte, mediante pedido de
requisicao prévia obrigatéria em impresso ou pedido por parte das entidades interessadas.
Estas s3ao produtos termolabeis, devendo ser evitada a exposicio solar e
armazenadas entre 2-8 °C. O armazenamento das vacinas nas UF em frigorificos deve ser
monitorizado com um sistema de registo continuo de temperatura e estes devem incluir
uma ligagdo a uma fonte alternativa de energia elétrica, de modo a evitar a ocorréncia de
quebras na rede de frio. Caso se verifique uma quebra na rede de frio nas Ufs é necessario
registar a temperatura no interior do frigorifico e todas as vacinas devem ser colocadas
imediatamente num frigorifico alternativo, em quarentena. E obrigatério preencher um
impresso de notificagao de acidentes na rede de frio e enviar para o GFM com informagoes
relativas ao local e duragio da quebra, temperatura maxima atingida e ainda aos lotes,
validades, quantidades e identificagao das vacinas envolvidas. De seguida, os farmacéuticos no
gabinete enviam para as entidades fornecedoras das vacinas um relatério de forma a avaliar a
sua utilizagao ou inutilizagao mediante cada situagao, aproveitando apenas as que garantam
eficacia e seguranga ao utente. Os principais objetivos sao incentivar as Boas Praticas de
Vacinagao, garantindo a qualidade dos servigos de salde, e prevenir os acidentes da rede de
frio.

Durante o periodo de estagio, tive oportunidade de ajudar na distribuicao das vacinas
as respetivas Ufs e elaborei varios relatorios relativos a quebras na rede de frio. Estes foram
posteriormente enviados as respetivas entidades fornecedoras das vacinas com o objetivo de
receber um parecer sobre a possibilidade de utilizagao. Além disso, contactei diretamente
com as Ufs lesadas de forma a obter mais informagoes sobre as causas propriamente ditas

da quebra na rede de frio.



S) REQUISICAO DE MEDICAMENTOS SUJEITOS A CONTROLO EsPECIAL (MSCE) E
HEMODERIVADOS

Os estupefacientes e psicotropicos, bem como os hemoderivados sao medicamentos
cuja distribuicio é feita pedido a pedido e com um controlo diferente dos restantes
produtos distribuidos pelo GFM da ARSC, I.P., controlo este assegurado pela manutengao de
um numero de registo interno.

No que diz respeito aos medicamentos estupefacientes e substancias psicotropicas foi
possivel lidar com seu o circuito, preparagoes e conhecer a legislagao vigente que estabelece
as regras relativas ao controlo do mercado licito destas, ao abrigo da qual é feita a sua
aquisicao, requisicao e dispensa pelo GFM. Fiquei a conhecer qual o tipo de requisigao,
dispensa, registo normalizado, arquivo e a compreender a obrigatoriedade e necessidade de
realizar o preenchimento do Anexo X da Portaria n.° 981/98, de 8 de junho, como medida
de controlo. Este procedimento necessita de um elevado rigor no seu cumprimento e uma
responsabilidade acrescida por parte de cada um dos profissionais de salide envolvidos neste
circuito.

Os hemoderivados disponiveis nos SF, sao as imunoglobulinas (lg) anti-D/Rh e
antitetanica e, pelo perigo de transmissao de doengas infeciosas, € fulcral a existéncia de um
sistema de registos de consumo o mais completo e eficiente possivel. O atendimento das Ig
anti-D é entao realizado pelas farmacéuticas de acordo com os pedidos realizados nas UF,
sendo que o procedimento da Ig antitetanica € um pouco diferente, uma vez que os SF
proporcionam a distribuicao as UFs consoante o definido como necessario.

Como foi referido, para cada tipo de requisicoes (Anexo X e Hemoderivados) é
fixado um numero de registo interno, o que permite uma seguranga extra na rastreabilidade
no caso de uma situagao de presumivel transmissao de doenga infeciosa.

Estao ainda definidos circuitos e horarios otimizados para esta atividade, que envolve
igualmente os medicamentos estupefacientes, psicotropicos e hemoderivados, havendo dias
fixos para a sua distribui¢ao, sendo normalmente um motorista que vem recolher os pedidos

da sua drea geografica e os distribui posteriormente nas UFs.



3.2. PoNTOSs FRACOS (W)

W) PERIODO DE ESTAGIO DE CURTA DURAGCAO

Muito houve por conhecer acerca do trabalho desenvolvido pelo farmacéutico
hospitalar, tanto no desempenho das fungdes internas a ARSC, I.P., como no contacto direto
com os servigos desconcentrados. Apesar de todas as atividades desenvolvidas, penso que o
tempo nao foi suficiente para obter uma visao total das fungoes dirigidas ao farmacéutico.

Assim, foi dificil perceber completamente o modo de funcionamento das UF e de que
forma o trabalho realizado no Gabinete de Coordenagao e na Farmacia Central é recebido,
na realidade, nessas unidades, por exemplo, quanto ao cumprimento de normas dos planos
de promogao, prevengao e protegao da saude, como é o caso do Programa de Prevengao e

Controlo de Infegoes e de Resisténcia aos Antimicrobianos (PPCIRA).

W) SISTEMA E CRITERIOS DE AQUISICAO

Ao longo do periodo do estagio contactei de perto com o sistema de aquisicao
vigente, bem como os critérios de selegao e todo o enquadramento legal deste processo. O
farmacéutico atua por definicio dos cadernos de encargos com uma selegio que permite
obter produtos com caracteristicas técnico-cientificas adequadas, o que comprova a
importancia do trabalho do farmacéutico como um profissional especializado no
medicamento e que possui um papel ativo neste ambito de intervencao.

No entanto, nos casos em que o processo de compra nao seja por via de catalogo de
compras publicas, o sistema de selegao é, por imperativa legal do secretario de estado,
baseado no menor custo unitario dos medicamentos, dispositivos médicos e outros
produtos de saude necessarios para responder as necessidades em saude nas UF. Este fator
limita o papel do farmacéutico neste processo, porque apesar de a conten¢ao de custos ser
necessaria, muitas vezes um produto mais dispendioso podera trazer vantagens ao nivel de
utilizagao na pratica clinica e também criar um ganho, tanto a nivel da qualidade dos cuidados

de saude como um ganho econémico a longo prazo.



3.3. OPORTUNIDADES (O)

0) AQUISICAO DE NOVOS CONHECIMENTOS ACERCA DE DISPOSITIVOS MEDICOS
(DM)

Durante estas 8 semanas, tive oportunidade de contactar com diversos recursos de
grande utilidade e importancia na pratica clinica e que atualmente ja possuem identificagao
no Formulario Nacional Hospitalar. Os profissionais que me acompanharam durante este
periodo disponibilizaram-se para me mostrar os varios tipos de DM, tendo acompanhado a
constante evolugao técnica neste dominio, em especial o aparecimento constante de novos
produtos desta area de designagao. Esta oportunidade foi muito proveitosa, pois durante o
meu percurso como estudante no MICF nao tive muito contacto com este tipo de
instrumentos de salde tao utilizados nos CSP e, assim, pude adquirir conhecimentos de
grande importancia para o meu futuro como farmacéutico.

Tive também oportunidade de colaborar na elaboragao de uma apresentagao inserida
no Il Encontro do Grupo de Feridas do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil (IPOCFG, E.P.E.) com o tema “Utilizagao de Bioactivos em Oncologia”,
organizado pelo mesmo grupo em colaboragao com o gabinete coordenador de formagao.

A organizacao do evento emitiu um convite a Dr® Catarina Coelho que prontamente
se disponibilizou a participar com uma intervengao acerca da utilizagao de bioativos na area
da oncologia em Portugal. Assim, foi-nos dada oportunidade, a mim e a minha colega de
estagio, de realizar a pesquisa acerca do tema "Evidéncia cientifica no tratamento de feridas”
explorado no evento, bem como a apresentagao digital de forma a auxiliar o trabalho da Dr*

Catarina Coelho, a0 mesmo tempo que alargamos os nossos conhecimentos nesta darea.

O) AproI0O A ACREDITACAO DA USF DR. ARNALDO SAMPAIO

Uma das responsabilidades dos SF da ARSC, I.P. é apoiar o Departamento de Salde
Publica (DSP) nos programas de promogao, prevengao e protegio da saude e, como ja
vimos, coordenar a atividade farmacéutica desenvolvida nos servicos desconcentrados.

Durante o periodo de estagio, surgiu a oportunidade de deslocagao a uma das UF
inseridas na zona de intervencao da ARSC, I.P,, a Unidade de Saude Familiar (USF) Santiago
em Leiria. Esta unidade encontrava-se num processo de implementagao de alteragoes
funcionais e organizativas de forma a inserir-se nos padroes de qualidade nacionais definidos
pela Estratégia Nacional para a Qualidade na Salude. Este processo de certificagao concede
um grau superior de distingdo na prestagao de cuidados de saide bem como um

reconhecimento externo pela qualidade dos mesmos.



A atividade consistiu, numa primeira fase, numa reuniao com o grupo clinico da
unidade no sentido de conseguir uma otimizagao nos processos internos de utilizagao de
recursos para que esta fosse de encontro as possibilidades de cedéncia pelos SF e que
garantisse uma minimizagao de desperdicios, garantido assim uma melhoria na eficacia e
sustentabilidade da prestacao dos CSP. Seguiu-se um esclarecimento de duvidas em relagao a
organizagao do espago de armazenamento de medicamentos e DM, bem como a alteragao
da sua identificagio pela Designagado Comum Internacional (DCI), com associagao ao
respetivo Cddigo Hospitalar Nacional do Medicamento (CHNM) tendo posteriormente
participado nesta ultima atividade em conjunto com o grupo de trabalho que prontamente se
disponibilizou.

Esta atividade permitiu-me entrar em contacto com o modo de funcionamento de
uma USF, perceber as suas necessidades e o que implica um processo de acreditagao para a
Saude. Foi também determinante para demonstrar a importancia da presenca fisica do

farmacéutico nas UF.

O) PARTICIPACAO EM REUNIAO DO GRUPO PPCIRA

O Programa de Prevengao e Controlo de Infecoes e de Resisténcia aos
Antimicrobianos (PPCIRA) apresenta como principais estratégias a formagao relativa ao
controlo e prevengao de infegoes e ao uso racional dos antibioticos.

As Administragcoes Regionais de Saude, tal como a ARSC, I.P. possuem um grupo
regional de PPCIRA que se articula com os grupos locais nos hospitais, UF prestadoras de
CSP e UCCs da sua area de abrangéncia, tendo como objetivo geral “a redugao das taxas de
infecao associadas aos cuidados de salde, hospitalares e da comunidade, assim como da taxa
de microrganismos com resisténcia aos antimicrobianos”.

Tive oportunidade de estar presente numa reuniao deste grupo coordenador, da qual
fizeram parte alguns elementos dos grupos clinicos de varias UFs e onde se debateram
principalmente as metas (constantes do plano operacional de controlo da infe¢ao) a atingir
por parte de cada uma delas. Os representantes do grupo clinico de cada uma das UF deram
o seu parecer relativamente a estas, pela proximidade que tém com o utente, mostrando o
que se poderia alterar no plano por forma a obter uma melhoria dos parametros avaliadores
dos objetivos conseguidos.

Assim, esta experiéncia permitiu-me constatar o esforco realizado pelos profissionais
que, num pais que apresenta elevadas taxas de infecao associada aos cuidados de salde,

trabalham em uniao com o objetivo de melhorar os resultados apresentados regularmente.
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O) DESENVOLVIMENTO DE MATERIAL DE INFORMACAO

Foi proposta a criagao de um rotulo informativo relativo ao modo de preparagao e
utilizagdo de um desinfetante de superficies, sob a forma de pastilhas efervescentes,
recentemente adquirido pelo GFM, a ser utilizado futuramente nas UFs. Assim, em conjunto
com a minha colega de estagio, Inés Cruz, foi escolhido o conteudo técnico-cientifico a
colocar num roétulo destinado as embalagens do produto recém preparado. Nesse rotulo
consta a designagio do produto em questio, lpoclor®, e o seu modo de preparagio e
utilizagao. O objetivo desta atividade foi o de assegurar a correta identificagao, bem como a
sua preparacao e utilizagao, tornando estes processos mais praticos para os responsaveis

pela desinfegao das UFs.

3.4. AMEACGAsS(T)

T) DIFiCIL ACESSO DOS FARMACEUTICOS A AREA DOS CSP

Foi percetivel desde o inicio do estagio que, muitas vezes, alguns problemas seriam
facilmente resolvidos se existisse um farmacéutico nas UFs de forma permanente. O
farmacéutico daria certamente um importante contributo ao funcionamento das unidades
prestadoras de CSP, ao haver a possibilidade de introdugao do conceito de Cuidados
Farmacéuticos nas mesmas.

Servigos como a gestao do aprovisionamento, acompanhamento do consumo de
medicamentos com revisao farmacoterapéutica, bem como um servigo de farmacovigilancia,
trariam enormes vantagens aos utentes de UFs de grande abrangéncia populacional no que
diz respeito aos resultados em saude, ao incluir o farmacéutico como um elemento de
intervengao no uso racional, eficaz e seguro de medicamentos, ac mesmo tempo que se

agilizaria o funcionamento dessas UFs.



4. CONSIDERACOES FINAIS

Depois de concluir este estagio sinto que consegui alargar a visao acerca da esfera de
acao do farmacéutico por me ter sido dada a oportunidade de desenvolver um exercicio
profissional do ambito hospitalar ligado aos Cuidados de Saude Primarios.

O trabalho realizado no Gabinete de Farmacia e Medicamento da ARSC, I|.P.
permitiu-me colocar muitos dos conhecimentos tedricos obtidos ao longo do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas num ambiente real de exercicio profissional, numa area

de dificil entrada para o profissional farmacéutico.



PARTE Il - RELATORIO DE ESTAGIO EM FARMACIA

COMUNITARIA



I. NOTAS INTRODUTORIAS

Na reta final de todos estes anos de aprendizagem, os estudantes sao postos a prova
em ambiente real de exercicio da profissio farmacéutica, naquele que é o seu lugar por
exceléncia: a Farmacia Comunitaria (FC). E deste modo que nos preparamos para um futuro
enquanto farmacéuticos, adquirindo uma visao ativa de como ¢ o dia-a-dia de contacto com
o utente e o que é exigido para a execugao das diversas tarefas que visam o adequado
funcionamento de uma FC.

O presente relatorio apresenta uma reflexao critica da atividade realizada como
estagiario em FC no ambito da unidade curricular “Estagio Curricular” constante no plano
de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF). Este estagio
apresentou-se como a primeira oportunidade de contacto direto com o trabalho realizado
numa FC em todas as suas vertentes, desde as tarefas de backoffice até ao aconselhamento
farmacoterapéutico.

Assim, durante um periodo de 4 meses decorrido entre mar¢o e junho de 2018,
integrei a equipa de trabalho da Farmacia Sitalia em Coimbra, tendo tido a oportunidade de,
junto de profissionais experientes, adquirir novas competéncias e vivenciar diferentes
situagoes frequentes na pratica da FC, sob orientagao da Dra. Susana Sousa. Este momento
na minha formagao constituiu entao, uma forma de reconciliagio dos conhecimentos
teodricos apreendidos ao longo dos Ultimos anos com efeito pratico na diversidade de
servigos prestados pela Farmacia Sitalia, bem como ao nivel organizacional e de gestao de
recursos em FC; além disto foi-me permitido constatar o carater social inerente a profissao
bem como a importancia da comunicagio com o utente para um ganho de salude da
comunidade que usufrui dos servigos exclusivos da Farmacia.

O presente relatorio é também apresentado sob a forma de uma analise SWOT,
expondo, ao nivel interno, os pontos fortes (Strenghts) e os pontos fracos (Weaknesses), e ao
nivel externo, as oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats) relativos a minha
experiéncia em FC e ao método de trabalho implementado na Farmacia Sitdlia. Cada tépico
constante nesta andlise estd devidamente identificado pelas iniciais S, W, O e T, referentes

ao acrénimo SWOT.



2. ANALISE SWOT
2.1. PONTOS FORTES (S)

S) EQUIPA DE TRABALHO EXPERIENTE E PROFISSIONAL

A Farmadcia Sitdlia conta com uma equipa de profissionais com elevada experiéncia, o
que faz com que esta seja vista pelos utentes como um local de referéncia na prestagao de
servigos farmacéuticos. Apresentando-se como uma farmacia de pequena dimensao, a equipa
de trabalho é composta por 4 elementos: Dr. Joao Reis (Diregao Técnica), Dra. Susana
Sousa (Farmacéutica Substituta), Dra. Carla Branco (Farmacéutica) e Célia Simoes

(Administrativa).

S) INTEGRACAO DO ESTAGIARIO

Desde o primeiro dia de estdgio, todos os elementos integrantes da equipa de
trabalho demonstraram uma enorme disponibilidade para me transmitir novas nogoes e
conhecimentos, tendo-me dado autonomia para a execuciao das tarefas que realizei na
farmacia.

Ao longo do tempo e de acordo com a minha evolugao, fui exercendo diferentes
fungoes da responsabilidade do farmacéutico numa FC segundo as diretrizes da Ordem dos
Farmacéuticos (OF) relativas as Boas Praticas Farmacéuticas para a FC e sob orientagao dos
farmacéuticos que me acompanharam. O acompanhamento ao estagiario consistiu entio
numa assisténcia as fungdes exercidas, desde a rece¢io de encomendas, passando pela
organizagao do espago de armazenamento de acordo com o estabelecido pela Diregao
Técnica, realizagao de pedidos as distribuidoras, até ao atendimento com aconselhamento
farmacoterapéutico e com recurso as prescri¢oes electronicas sem papel ou a prescrigoes
manuais, agora menos recorrentes. Além disso, desde o primeiro dia de estdgio, pude
contactar com a utilizagao dos dispositivos de medicao da pressao arterial e da glicémia, para
além de ter assistido a muitos casos de utentes que se faziam acompanhar de analises clinicas
em busca de uma opiniao de um profissional de saude.

Desde cedo fui colocado em contacto com o atendimento realizado pelos
farmacéuticos acima mencionados, tendo este facto constituido um reforco na assimilagao
dos conhecimentos adquiridos ao longo do mestrado, mas acima de tudo, uma aprendizagem
no que diz respeito, particularmente, a medicamentos nao sujeitos a receita médica
(MNSRM) e outros produtos de salde como os suplementos alimentares, produtos de

dermofarmacia e cosmética, de higiene buco-dentaria e produtos capilares. Tive também a
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oportunidade de constatar a importancia da faceta comunicacional da profissao, passando
umas semanas mais tarde a realizar atendimento de forma autéonoma, sob supervisio dos

farmacéuticos da equipa.

S) ORGANIZACAO DA FARMACIA

O inicio do periodo do estagio foi marcado pelo reconhecimento da organizagao
espacial da farmacia. A Farmacia Sitdlia conta com um espago de atendimento ao publico,
uma zona reservada ao armazenamento de medicamentos e outros produtos de salde e um
gabinete do utente.

Assim, no espaco de atendimento ao publico encontram-se os MNSRM de IVA a 6%,
localizados atras do balcao e inacessiveis ao utente; também neste espago se encontram os
produtos de dermofarmacia e cosmética, suplementos alimentares e outros produtos de
venda livre (IVA a 23%), estando organizados, na generalidade, por patologia. Encontramos
entao varias sec¢oes devidamente delimitadas, destinadas a exposi¢ao de, por exemplo,
medicamentos e outros produtos indicados no alivio de sintomas de gripes e constipagoes,
alergias, problemas gastrointestinais, problemas de ossos e articulagoes, problemas capilares,
entre outros; no caso dos produtos de dermofarmacia e cosmética, os mesmos estiao
expostos por marca e indicagao.

Na sala de armazenamento encontramos os medicamentos sujeitos a receita médica
(MSRM) dispostos por forma farmacéutica e por ordem alfabética. Existem entao armarios
dedicados ao armazenamento de comprimidos e capsulas, supositorios, colirios e pomadas
oftalmicas, formulagoes de uso auricular, xaropes e suspensoes orais, cremes e geles de uso
topico, pos e granulados para suspensao ou solugao oral e ampolas bebiveis, injetaveis,
sistemas transdérmicos, bem como uma zona exclusiva para os dispositivos utilizados na
asma e na DPOC e outra para os produtos integrados no Programa de Prevengao e
Controlo da Diabetes da Diregao-Geral da Saude (DGS). Os anticoncecionais possuem
também um armario exclusivo e os medicamentos psicotropicos e estupefacientes
encontram-se numa gaveta propria. Este espago conta também com um frigorifico reservado
aos medicamentos e outros dispositivos que possuem condigoes especiais de
armazenamento (entre 2 a 8°C) e uma zona reservada a armazenamento de stock extra. E
ainda nesta area que é efetuada a rececao de encomendas e o processo de gestao de

devolugoes, com recurso ao sistema informatico 4DigitalCare.



S) SISTEMA INFORMATICO 4DIGITALCARE

A Farmadcia Sitdlia tem a sua gestao informatica assegurada pelo software 4DigitalCare
e nio pelo SIFARMA 2000°, como na generalidade das farmécias portuguesas.

Esta aplicagdo constitui um sistema de informagao para a salde que permite a
execucao de todas as tarefas necessarias a uma adequada gestao de um espago de venda de
medicamentos e outros produtos de saude, tais como efetuar a rece¢ao de encomendas, a
gestao de devolugoes, consulta de disponibilidade de produtos nas diversas distribuidoras,
gestao de existéncias na farmacia, criagdo e atualizagao de fichas de cliente, consulta de
folhetos informativos e resumo das caracteristicas dos medicamentos (RCM), bem como a
propria venda de MNSRM ou outros produtos de venda livre e ainda de MSRM por consulta
dos dados constantes nas receitas electronicas sem papel (designagio por DCI, indicagao
médica e planos de comparticipagao).

Assim é garantida uma eficaz e pratica gestio de recursos do ponto de vista
farmacoecondémico e, acima de tudo, uma minimizagao de erros na cedéncia o que se traduz
num ganho a todos os niveis para os utentes que escolhem a FS para satisfazer as suas

necessidades em saude.

S) SERVICO DE CONFERENCIA DO RECEITUARIO

Todos os meses, na Farmacia Sitdlia, as prescrigdes manuais validadas pelo
farmacéutico responsavel pela venda passam por um processo de conferéncia antes de se
dirigirem para o Centro de Conferéncia de Faturas (CCF) do Servico Nacional de Saude
(SNS), o organismo responsavel pela “gestio de todas as atividades relacionadas com o

processamento de conferencia de faturas™

. Desta forma, garante-se a minimizagao de erros
relacionados com os documentos de prescrigao e o “correto apuramento de contas entre o

SNS e o servigo prestador"3, neste caso, a Farmacia.

S) CLIENTES FIDELIZADOS

Durante o periodo de estagio, foi facil perceber que eram muitos os utentes que se
dirigiam regularmente a Farmacia Sitdlia e que contavam com os profissionais acima referidos
em busca de um aconselhamento profissional, experiente e de confianga. Assim, muitas vezes,
os utentes mostravam preferéncia em ser atendidos pelos farmacéuticos que ja conheciam e
em que confiavam, o que me impedia de praticar o aconselhamento, ficando-me apenas pela

observagao do mesmo. No entanto, este facto, trouxe-me a oportunidade de ter a percecao
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de muitas das histérias clinicas destes utentes, acompanhando os processos de revisao de
terapéutica apos consulta médica e os resultados conseguidos com a ajuda do farmacéutico,

oferecendo-me até a oportunidade de analisar dados constantes em analises clinicas.

S) EXISTENCIA DE TESTERS DE DISPOSITIVOS MEDICOS

Quando se fala de dispositivos médicos destinados a ser usados pelo utente para uma
eficaz agao terapéutica, € necessaria a prestagao de todas as instrugoes relativas a sua
correta utilizacao e aos cuidados no seu manuseamento e conservagao. Na Farmacia Sitalia,
estavam disponiveis a grande maioria dos dispositivos disponiveis no mercado em versao de
tester, no que diz respeito a inaladores e nebulizadores, produtos estes que normalmente
vém selados desde o seu local de produgao. Este facto permitiu-me fazer uma revisao acerca
do funcionamento deste tipo de dispositivos, fomentando a minha capacidade de auxiliar os

utentes a realizar estas terapéuticas.

S) VALORMED — GESTAO DE RESIDUOS DE EMBALAGENS E MEDICAMENTOS FORA
DE USO

A Valormed é uma sociedade sem fins lucrativos que tem como responsabilidade a
gestao de residuos medicamentosos e que surge da necessidade da existéncia de um sistema
autonomo da sua recolha e tratamento e que permita a sua segregacao dos restantes
residuos urbanos. A colaboragiao dos utentes da Farmacia para com este servigo foi algo que
me trouxe alguma surpresa, sendo que, muitas vezes, as pessoas deslocavam-se a este
espago com a Unica finalidade de fazer esta “reciclagem” especializada tao importante para o

circuito do medicamento e para a protegao do ambiente.

2.2. PONTOS FRACOS (W)

W) REDUZIDO NUMERO DE EXISTENCIAS

A aquisicao de produtos € realizada nesta Farmacia com recurso a diferentes vias,
sendo que na generalidade das situagoes, os pedidos sao feitos por utilizagao do software da
MAGIUM, uma plataforma de comunicagao entre as FC e as IndUstrias Farmacéuticas que
permite a aquisicio de uma elevada abrangéncia de produtos com garantia de um curto

prazo de entrega. No caso da Farmacia Sitdlia, os pedidos feitos até as 12h30 sao entregues
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até as |16h30 e os pedidos feitos até as 19h30 sdao entregues na manha seguinte; as
encomendas de quantidades mais significativas e outros pedidos sao feitos diretamente as
distribuidoras, nomeadamente a Empifarma, Plural ou Alliance HealthCare; no caso dos
medicamentos cuja distribuicao € sujeita a notificagao prévia do INFARMED, I.P., o pedido é
feito pela Via Verde do Medicamento aos distribuidores aderentes, mediante apresentagao
de uma prescrigao valida.

O presente volume de vendas desta Farmacia gera uma necessidade de gestao
eficiente na minimizagao de stock morto por parte da diregao técnica, o que nao permite
uma grande quantidade de existéncias disponivel. Ora, este facto traz a desvantagem de,
algumas vezes, os utentes nao conseguirem adquirir tudo o que necessitam no momento, o

que pode constituir um desincentivo a fidelizagao de novos clientes.

W) REDUZIDA VISIBILIDADE E LUGARES DE ESTACIONAMENTO INSUFICIENTES

A Farmacia Sitdlia, apesar de uma excelente localizagao, nao possui as melhores
condi¢oes de visibilidade da sua fachada. O logétipo localizado acima da mesma nao oferece
uma grande visibilidade, o que, aliado a inexisténcia do simbolo “cruz verde”, que
normalmente se deve encontrar “iluminado durante todo o periodo de abertura da farmacia,
incluindo quando a farmacia estiver de turno™, constituem dois fatores que tornam dificil,
para os transeuntes, a identificagdo deste espago. A juntar a estes dois fatores, a auséncia de
lugares de estacionamento exclusivos a utentes da farmacia numa zona de trafego intensivo,

reduz a possibilidade de atragao de novos utentes a este proficuo espago de saude publica.

W) PREPARAGCAO DE MEDICAMENTOS MANIPULADOS

No panorama atual, a grande maioria de medicamentos manipulados (MM)
requisitados em FC destinam-se a dermatologia e pediatria.

Durante o periodo de estigio nesta Farmacia, poucas foram as oportunidades de
preparacao de manipulados, sendo que o Unico contacto estabelecido com este servigo
consistiu na observagao do trabalho do Dr. Jodo Reis e da Dra. Susana Sousa, os principais
responsaveis pela preparagao destes. O processo comegava pela elaboragao de uma ficha de
preparacao do MM nos casos em que era necessaria a realizagdo de cdlculos, seguida de
desinfecao da bancada de trabalho e dos materiais que contactam com as matérias primas,
preparacao do MM e criagao do rétulo no qual constavam instrugoes relativas a conservagao

e a validade do medicamento.



Assim, no periodo em que estagiei neste espago, as oportunidades niao foram
suficientes para colocar em pratica muitos dos conhecimentos adquiridos na unidade

curricular de Farmacia Galénica.

W) PRIMEIRO CONTACTO COM O UTENTE

Quando somos confrontados com a pratica do aconselhamento em FC, existem
outras exigéncias requeridas ao profissional e que, a meu ver, sio de importancia
comparavel as proprias competéncias cientificas. O Farmacéutico, para além dos
conhecimentos ao nivel da farmacologia e farmacoterapia que deve possuir para realizar um
correto aconselhamento, tem que comunicar da forma mais eficaz de modo a entender as
reais necessidades do utente e, assim, conseguir satisfazé-las e, consequentemente, ganhar a
sua confianga. O ato farmacéutico adquire, assim, um caracter comunicacional que vai sendo
construido com base na experiéncia profissional e com as diversas situagoes possiveis de
vivenciar num local de tanta proximidade com o utente como a FC.

O estagio realizado na Farmacia Sitdlia constituiu a minha primeira oportunidade de
contacto direto com o utente, o que foi de facto muito intimidante nos primeiros tempos e
que trouxe algum nervosismo que, no inicio, se assumiu como uma barreira no desempenho
otimo na prestagao de informagao adequada a resolugao dos seus problemas. No entanto,
com o passar do tempo, e com a ajuda da equipa que me acompanhou ao longo destes 4

meses, senti que fui sendo cada vez mais desenvolto e capaz no desempenho destas fungoes.

2.3. OPORTUNIDADES (O)

O) LOCALIZAGCAO E HORARIO DE FUNCIONAMENTO DA FARMACIA

Esta Farmacia localiza-se numa zona da cidade com elevada densidade habitacional
com moradores de diferentes faixas etarias, estando préxima de varias instituigoes de ensino
e das instalagoes da Portugal Telecom, empresa que compreende centenas de funcionarios.
Encontra-se aberta ao publico de segunda a sexta-feira, das 9h as 19h30 e aos sabados, das
9h as |3h, contando com um servigo permanente (24h) a cada 20 dias. Estes dois factores
permitem a recegao de um vasto nimero de utentes com diferentes necessidades, tornando

a Farmacia Sitdlia, um local de passagem para uma quantidade significativa de pessoas.

20



O) CONTACTO COM OUTROS PRODUTOS DE SAUDE

O longo percurso percorrido até ao ultimo semestre do MICF, no qual contactamos
com a pratica de aconselhamento farmacoterapéutico, prende-se com a aquisigao massiva de
conhecimentos relativos as multiplas dimensdes do medicamento e tudo aquilo que o
envolve. No entanto, numa FC podemos encontrar uma grande variedade de produtos com
os quais nao lidamos tao frequentemente no decorrer do mestrado, principalmente no caso
da suplementagao alimentar, da dermofarmacia e cosmética, cuidados capilares e higiene
buco-dentaria. Estas sao areas marcadas por um aparecimento constante de novos produtos,
o que exige uma constante atualizagdo de conhecimentos que também se torna necessaria
pela grande fatia da faturagao que constituem no ambito de mercado de uma FC.

A possibilidade de assistir ao processo de atendimento desde o inicio do estagio
permitiu-me, entao, com o auxilio de toda a equipa de farmacéuticos da Farmacia Sitalia, um

melhor entendimento das caracteristicas e indicagoes destes produtos.

O) ACESSO A FORMACOES

Durante o periodo de estagio, tive oportunidade de assistir a uma formagao de
dermofarmacia e cosmética providenciada pela marca Isdin. Ao longo de |h30 foram
enunciadas as diferentes gamas de produtos direcionados ao cuidado da pele, saude
bucodentaria e das unhas, e com mais destaque - pela época do ano em que nos
encontravamos — a gama de fotoprotecao oferecidas pela marca. Foram abordadas as
indicagoes referentes aos diferentes produtos, tendo sido distribuido material de leitura
pelos formandos. Também a Bioderma disponibiliza uma aplicagao para dispositivos méveis
destinada aos profissionais de FC que se baseia num questionario acerca das caracteristicas e
indicagoes dos seus diferentes produtos.

Este tipo de atividades promovidas pelas marcas sao extremamente vantajosas nao sé
para as mesmas, como forma de promogao, mas também para os profissionais de FC que
nelas encontram uma forma de atualizagao dos conhecimentos necessarios para a pratica de
um aconselhamento mais informado, ao mesmo tempo que adquirem Créditos de
Desenvolvimento Profissional (CDP), necessarios a Revalidagao da Carteira Profissional
emitida pela Ordem dos Farmacéuticos (OF).

Além destas, tive oportunidade de estar presente numa formagao de Seguranga,
Higiene e Salde no Trabalho, também conducente a obten¢ao de CDP para os profissionais

registados na OF.
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2.4. AMEAGAsS(T)

T) VENDA LIVRE DE MNSRM

Os MNSRM sao medicamentos que sao utilizados ha muitos anos no tratamento de
problemas de salide de baixa gravidade e que possuem um perfil de eficacia e seguranga bem
conhecido.

Assim, para além do facto de poderem ser vendidos sem prévia prescri¢ao, os
MNSRM podem ser escolhidos livremente pelo utente, sendo que, no nosso pais, sao
encontrados em diversos postos de venda que nao a farmacia. Temos como exemplo, locais
como hipermercados, nos quais os pregos praticados geralmente sao mais convidativos do
que os praticados na FC. Este é um fator que coloca em risco a sustentabilidade das FC e da
propria profissao, e traz ainda outro tipo de preocupagoes para a saude publica. O facto de
podermos encontrar os MNSRM em locais aonde os utentes se deslocam com elevada
frequéncia para fazerem outro tipo de compras, contribui para a banalizagio do valor em
salde dos MNSRM, que nunca devem ser equiparados a outros produtos de utilizagao
comum. Torna-se também mais facil a pratica da automedicagao, com todas as desvantagens
anexas, surgindo uma preocupagao crescente com a salde dos utentes que, nesses locais de

venda, nio recebem as informagoes necessarias a sua utilizagao.

T) INFORMAGCAO ACESSIVEL AO UTENTE E A CREDIBILIZAGAO DO FARMACEUTICO

Hoje em dia, muitos sdao os casos em que os utentes se deslocam a farmacia com
uma ideia pré-formada acerca dos medicamentos, colocando em causa a adesio a
terapéutica, ou até sobre o modo como estes devem ser tomados. Isto acontece pela
facilidade de acesso a informagao sobre salde, quer por via da internet, quer por outros
meios de comunicagdo que muitas das vezes nao constituem uma forma de obtencao de
infformagao fidedigna. Outras vezes, essas informagoes sao transmitidas por pessoas
proximas do utente sem qualquer tipo de base cientifica.

Assim, o farmacéutico é colocado em situagoes em que se torna necessario reeducar
os utentes para a correta utilizagao dos medicamentos ou explicar a indicagao a que esses se
destinam, o que, muitas das vezes, constitui um entrave a relagao farmacéutico-utente,
criando raizes de descrenga neste profissional de tio importante relevo para a salude da

comunidade.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Apos a conclusdo deste estagio, posso dizer que tive uma experiéncia extremamente
fiel ao panorama atual de prestagao de servicos e cuidados de salide concernente a area de
Farmacia Comunitaria.

Durante o periodo de estagio tive a oportunidade de experienciar todo o trabalho
envolvido na manutengao do bom funcionamento de uma FC, tendo realizado a grande
maioria das fungdes para isso requeridas e vivenciado um variado nimero de situagoes em
que pude assistir ao trabalho dos farmacéuticos de elevada experiéncia e profissionalismo
que me acolheram no seu espago de trabalho.

Dando o melhor contributo possivel para a minha formagao pessoal, os
colaboradores da Farmdacia Sitdlia acompanharam os meus primeiros passos como
profissional de Farmacia Comunitaria, uma area que até a data nao se revelava de grande
interesse para mim e que, agora cresceu na minha consideragao. E, de facto, notéria a
importancia da existéncia de espagos como as FC, que funcionam como elos de ligagao entre
os utentes e profissionais de salide de competéncia capital ao nivel do medicamento e que se
mostram versateis nas possiveis abordagens as mais desafiantes situagdes que podem surgir
num espago publico de tamanha relevancia. Assim, o farmacéutico da area da FC apresenta-
se como um elemento fundamental na educagao e promogao para a saude.

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Coimbra,
curso de referéncia da profissio farmacéutica, apresenta-se entio, como uma base de

suporte essencial ao seu exercicio.
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PARTE 1l - MONOGRAFIA INTITULADA ‘“H4R cCOMO UM

NOVO ALVO NA TERAPIA ANTICARCINOGENICA”’



I. INTRODUCAO

Nos dias de hoje o cancro é a segunda causa de morte a nivel global, tendo sido
responsavel por 8.8 milhdes de mortes em 2015."

A investigagao cientifica na drea da oncologia procura solugdes para o combate ao
desenvolvimento e progressao dos varios tipos de carcinoma, procurando o entendimento
da doenga a nivel molecular. Falamos de uma doenga de origem multifatorial e cuja terapia
depende do tipo de cancro e do seu estado evolutivo sendo que, na maioria dos casos, esta
é feita com recurso a mais do que um tipo de tratamento. Assim, atualmente, recorre-se a
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, terapia hormonal, ao transplante de
células estaminais ou a novas formas de terapia localizada.”

Grupos de investigadores em todo o mundo tém vindo a trabalhar na descoberta de
novas formas de terapia localizada mais eficazes e menos agressivas para o paciente do que a
quimioterapia regular que, como sabemos, leva a um ataque celular indiferenciado, atuando
os farmacos tanto nas células mitoticas normais, como nas malignas, estando comprometida
a eficacia e segurancga do tratamento, bem como a qualidade de vida do paciente. Coloca-se
entao como meta atual a pesquisa de novos alvos terapéuticos e o estudo da influéncia de
diferentes ligandos na alteragao de vias bioldgicas que se relacionam com a génese e o
desenvolvimento de varios tipos de cancro.’

E neste 4mbito que surge a escolha deste tema. A crescente evidéncia de que a
histamina endégena tem um papel ativo na proliferagao celular, no mecanismo de apoptose e
angiogénese,’ tendo sido a 26escarboxilase da L-histidina (HDC) encontrada em analises de
tecidos e linhas celulares malignas®, leva-nos a supor uma possivel relagio entre a atividade
biologica desta molécula e do estado conformacional dos seus receptores com o aumento
da proliferagao celular associado a um aumento de volume de tecido tumoral indiferenciado,
suportando a hipétese da atuagio da histamina como um fator de crescimento.* Tudo isto
abriu caminho a comunidade cientifica que tem vindo a procurar novas abordagens na

terapia anticarcinogénica.
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2. A HISTAMINA E OS SEUS RECETORES

A histamina, C;H;N;, € uma molécula multifuncional de origem bioldgica, produto da

descarboxilagao da histidina, um aminoacido essencial.
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Fig.l: Mecanismo de descarboxilagio da L-histidina pela HDC, usando o PLP como cofator.
Adaptado de [6]

A sua sintese ocorre em diferentes células humanas, principalmente no interior dos
mastécitos e basofilos, passando depois a ser armazenada em granulos ou vesiculas, ou
inativada pela N-metiltransferase da histamina ou pela diamina oxidase. Esta amina biogénica
encontra-se envolvida em diferentes processos fisiologicos e patofisiologicos, nomeadamente
conjuntivite, rinite alérgica, urticaria, dermatite atopica, asma, anafilaxia, broncoconstrigao,
vasodilatagiao, secrecao de muco, secrecao de acido gastrico, atuando também como um
neurotransmissor de acio central.” Os seus efeitos advém da interagio com os recetores
que se apresentam sob a forma de 4 diferentes subtipos: recetor da histamina H, (H,R), H,R,

H;R e H,R, sendo todos eles pertencentes a familia dos recetores acoplados a proteina G

(GPCRs).

Fig.2: Modelo computacional de recetores acoplados a proteina G (GPCRs) baseado na estrutura cristalina da
rodopsina. Adaptado de [8]
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Estes diferentes subtipos de receptor diferem na sua distribuigao, afinidade a
diferentes ligandos, vias de sinalizagio e fungdes.’

Desde o inicio do século XX, com a descoberta da atividade biolégica da histamina, a
caracterizacao funcional dos seus recetores tem sido intensamente estudada, no entanto,
ainda hoje nao é conhecida toda a sua envolvéncia em diferentes mecanismos
fisiopatologicos.

Na terapia farmacologica atual, com varias moléculas langadas no mercado,
encontramos o grupo dos “anti-histaminicos” H,. Estas moléculas com afinidade para os HIR
sao utilizadas no alivio de sintomas em reagdes de hipersensibilidade com um alto nivel de
eficacia e seguranga, o que levou ao aparecimento de um grande nimero de principios ativos
no mercado, cada vez com menos efeitos secundarios. Temos como exemplos a rupatadina,
desloratadina e a levocetirizina, que apresentam uma elevada afinidade para os HIR
periféricos e uma penetragao diminuta no Sistema Nervoso Central, consequéncia de uma
fraca penetragao na barreira hematoencefélica. Ao nivel dos recetores H2R, a cimetidina e a
ranitidina apareceram como moléculas utilizadas no tratamento de Ulceras gastricas e
duodenais e no refluxo gastrico, tendo no entanto perdido destaque pelo aparecimento da
classe dos inibidores da bomba de protoes (i.e: omeprazol, pantoprazol), firmacos que

apresentam menos efeitos secundérios para a mesma indicagao."

3. A HISTAMINA E A PROLIFERAGAO CELULAR

Os efeitos da histamina e de outros mediadores provenientes dos mastécitos na
proliferagao celular tém sido estudados por varios grupos de investigadores, sendo que a
primeira proposta de relagdo entre a histamina e tumores malignos surge em 1968, num
estudo realizado por Khalson & Rosegreen.’

Evidéncias de uma concentragao superior de histamina em tumores como o
melanoma, do célon e da mama e a ocorréncia da descarboxilase da L-histidina (HDC) em
grande parte das linhas celulares malignas, encontram-se reportadas em numerosos estudos,’
sendo que a presen¢a de mastocitos em tecidos cancerigenos é também uma realidade
conhecida e explorada em diferentes pesquisas relacionadas principalmente com o cancro do
pulmio."

Um estudo realizado por Bartholeyns & Bouclier'> em 1984, relaciona a inibigdo da
enzima responsavel pela sintese da histamina (HDC) pela monofluorometilhistidina com

efeitos anti-tumorais em roedores.
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Também a presenca dos receptores H, da histamina em numerosos tecidos tumorais
esta reportada em diversos estudos’ como poderd ser observado em maior detalhe no
ponto 4 da presente monografia.

Assim, a hipétese da envolvéncia da histamina, dos seus diferentes receptores e da
HDC em processos relacionados com a carcinogénese comegou a ganhar relevancia no
panorama da investigagao cientifica, sendo que logo no ano de 2000, num estudo de Rivera e
outros colaboradores, denominado “Histamine as an autocrine growth factor: an unusual
role for a widespread mediator”", sio relacionadas as concentracdes de histamina, de HDC
e os diferentes subtipos de receptor em roedores, com respostas celulares como a
proliferagao, migracao, diferenciacdo e o potencial apoptoético. O artigo publicado explora
também a propriedade angiogénica da histamina pela sua capacidade de promover a sintese
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), impulsionando assim o aparecimento de

metastases.

4. EFEITO DE LIGANDOS DOS H4R EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE CANCRO

A complexidade dos processos de desenvolvimento e progressao do cancro leva a
necessidade da compreensao do seu microambiente, intervenientes celulares e moleculares,
bem como as suas interacdes.'’

A evidéncia da expressao de H4R em diferentes tipos de tumores suscitou interesse
na avaliagao do efeito de diferentes ligandos em alguns modelos experimentais. Assim sendo,
este capitulo consistira na analise de dois estudos e os métodos neles empregues, com
elucidagao das conclusdes relativas ao efeito de ligandos dos H4R em modelos patoldgicos
experimentais de dois tipos de cancro (cancro da mama e melanoma humanos) e a influéncia

de diferentes mediadores bioldgicos no desenvolvimento e progressao do cancro.

4.1. CANCRO DA MAMA
O cancro da mama é a mais comum doenga neoplasica na mulher, sendo
diagnosticado em |.5 milhdes de mulheres todos os anos e causando o maior nimero de
mortes relacionadas com cancro nas mulheres. Em 2015, 570.000 mulheres morreram com
cancro da mama."
Num estudo publicado em 2012, com o titulo “Therapeutic potential of histamine H4

InIS

receptor agonists in triple-negative human breast cancer experimental model””, um grupo

de investigacao avaliou os efeitos de ligandos dos H4R na taxa de crescimento tumoral,
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capacidade metastdtica e potencial apoptotico num modelo patologico experimental de
cancro da mama humano, com realizagao de ensaios in vitro, in vivo e ex vivo. O tipo de tumor
estudado trata-se de um tumor “triplo-negativo”, isto €, um tumor deficiente em recetores
de estrogénio, recetores de progesterona e em factores de crescimento epidermal, o que
faz com que seja um tipo de tumor com um prognostico muito desfavoravel e cujo targeting
se torna, por estas caracteristicas, muito dificil.

Para a execugao deste estudo, foi utilizada uma linha celular de cancro da mama
“triplo negativo” designada por MDA-MB-231 e diversos ligandos dos H4R. A linha celular
foi colocada num meio de cultura favoravel ao seu crescimento para posterior utilizagdo nos
ensaios. Foram utilizadas varias moléculas como ligandos dos HA4R, incluindo agonistas e
antagonistas, pois com dados referentes a utilizagao de apenas um ligando, seria muito dificil
compreender completamente os mecanismos fisiologicos deste receptor quando sujeito a
diferentes condigoes, em diferentes espécies e tipos celulares.

Tabela I: Moléculas utilizadas nos ensaios. Imagens adaptadas de !'*'”!
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Foram entdao realizados varios ensaios in vitro de modo a concluir acerca da
proliferagao celular e determinagao do potencial apoptético:

Para estudar a proliferacio celular nesta linha celular, foi realizado um ensaio
clonogénico da linha celular supracitada. As células foram transferidas para placas de cultura
de 12 pogos, havendo um grupo de células nao tratadas (controlo) e grupos de células

tratadas com solugoes de histamina, clozapina e JNJ28610244 em concentragoes de 0,01 até
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50 pM elou JNJ7777120 com concentragio de |0 pM. Posteriormente procedeu-se a
incubacao durante 7 dias e, apés esse periodo, a fixagado com formaldeido em solugao
tampao fosfato-salino (PBS), realizando-se uma coloragao com azul de toluidina a 1% p/v em
etanol a 70% v/v. Foram consideradas como resultados positivos para proliferagao celular as
colonias com 50 células ou mais.

Foi também realizada a quantificacao da sintese de DNA por incorporagao de 5-
bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), um andlogo da timidina, no meio de cultura. Apés um
periodo de incubagdo em condigbes favoraveis, as células foram tratadas com histamina,
clozapina e JNJ28610244 em solugoes de concentragao de 10 yM durante 48h, sendo um
outro grupo de células nao tratadas (controlo). Procedeu-se a inativagio da peroxidase
endogena, seguindo-se a incubagao das células com anticorpos monoclonais anti-BrdU de
roedor. Posteriormente, adicionou-se anti-corpo monoclonal anti-IlgG conjugado com
peroxidase e visualizou-se por coloragao com diaminobenzidina através de microscopia ética

com recurso a um microscopio Axiolab Karl Zeiss.
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Fig.3: Efeito dos ligandos dos H4R na proliferagio celular in vitro de MDA-MB-231. Ensaio clonogénico
realizado em células nido tratadas, tratadas com (A) histamina (Ha), (B) clozapina (Clz) e (C) JNJ28610244 (J28) e/ou
JNJ7777120 (J77). (D) Incorporagiao de BrdU no meio com células nio tratadas, ou tratadas com Ha, Clz ou )28
durante 48h. Adaptado de [!5]
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Como visto na figura 3, nos graficos A, B e C, os resultados do ensaio clonogénico
demonstram que a histamina modulou de facto a proliferagao celular nas linhas celulares
utilizadas de uma forma concetragao-dependente. A uma concentragao de 10 pM, a
proliferagao foi reduzida para cerca de 25% em comparagao com células nao tratadas, e a 50
MM, a mesma foi reduzida para cerca de 10%, apresentando um IC;, de 0,64 pM. Os
tratamentos com clozapina e com a molécula JNJ28610244 também demonstraram
propriendades anti-proliferativas dose-dependente, apresentando um IC,, de 11,5 e 13,4 pM,
respetivamente, sendo que a adigdo do antagonista (seletivo para os H4R) JNJ7777120 inibiu
completamente o mecanismo anti-proliferativo destes dois agonistas, ao contrario do que
acontece no caso da histamina — J77 + Ha |0pM (A) — em que subsistiu uma redugao da
proliferagao para cerca de 40%. Assim, podemos inferir que o mecanismo antiproliferativo
esta relacionado com a ativagao dos H4R, no caso da clozapina e da JNJ286 10244, sendo que
no caso da histamina, este pode estar relacionado com a sua ligagao a outros receptores.

Adicionalmente, no grafico D, verificamos que, em concordancia com os ultimos
resultados, a incorporagao de BrdU foi também significativamente reduzida depois do
tratamento com Ha, Clz e J28.

Num outro ensaio, colocaram-se as células em contacto com RNA small interfering
(siRNA) silenciador da sequéncia codificadora dos receptores H4R. A adigao destes
pequenos fragmentos de RNA causa a inibicao da expressao do gene que codifica para o
H4R. Apos a quantificagdo de DNA celular nas placas de cultura, pela incorporagao de BrdU
(como descrito acima), foi possivel avaliar a influéncia da presenga dos H4R na proliferagao
celular.

Os resultados demonstraram que houve bloqueio do mecanismo anti-proliferativo da
histamina nas células em que se procedeu ao silenciamento da sequéncia codificadora dos
H4R pela adicio do siRNA, provando também que esse mecanismo esta estritamente
relacionado com fomagao do complexo agonista-H4R e nao pela ligagdo dos agonistas a

outros alvos moleculares.

A determinagao do potencial apoptotico foi feita através de um ensaio designado
TUNEL - método de marcagao de nicks por dUTP com agao da deoxinucleotidil transferase
- em células ndo tratadas e outras tratadas com solugcoes de concentracio |10 uM de
histamina, clozapina ou JNJ28610244 por um periodo de 48h. Este método permite detetar
fragmentos de cadeia simples ou dupla de DNA (nicks) que ocorrem em consequéncia do
processo apoptotico. As células foram também visualizadas ao microscopio Axiolab Karl

Zeiss.
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Fig.4: (A) Imagens representativas do ensaio TUNEL e (B) quantificagdo de células apoptoticas por contagem em

10 campos escolhidos aleatoriamente. Adaptado de [!5]

Na imagem A visualizamos, coradas a vermelho, as células apoptoticas num campo de
visualizagao. Posteriormente foi efetuada a média da contagem destas células em 10 campos
escolhidos aleatoriamente, estando estes resultados ilustrados no grafico B. Este método
revelou um elevado aumento (em relagao ao grupo controlo) da taxa de células apoptoticas
quando tratadas com Ha (de |8 para 28%) e um menor aumento com |28 (de 18 para 22%),

sendo que a Clz nao demonstrou resultados favoraveis a potenciagao da apoptose.

Foram também realizados ensaios in vivo e ex vivo para a avaliagdo da evolugao do
crescimento tumoral e para realizagao de estudos histopatolégicos e imunohistoquimicos. A

média de tempo de sobrevivéncia foi também averiguada.

Para isso, utilizaram-se ratinhos livres de patogénios, tendo-se procedido a injegao de
células MDA-MB-231 no flanco direito dos roedores e esperando o desenvolvimento do
tumor até aos 100-150 mm’. Ai, os roedores foram separados em 4 grupos e receberam
injegoes diarias de solugoes salinas (grupo de controlo, n = 20), solugdes de Histamina (5

mg.kg', n = 14), clozapina (I mgkg', n = 14), INJ28610244 (10 mgkg', n = 14).

Para determinacao da evolugao do crescimento tumoral e realizagao de estudos
histopatolégicos e imunohistoquimicos, metade dos animais de cada grupo foram sacrificados
aos 45 dias apos inicio do tratamento. Os dados relativos a dimensao dos tumores,
expressos em volume esférico e medidos 3 vezes por semana, foram comparados a

dimensao dos mesmos no inicio do tratamento.
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Fig.5: Efeito dos ligandos dos H4R no volume do tumor MDA-MB-231| xenotransplantado para os flancos
dos ratinhos. Volume relativo do tumor no grupo controlo vs. (A) histamina (Ha, 5mg.kg '), (B) clozapina (Clz,
Img.kg-!), (C) JNJ28610244 ()28, 10mg.kg'). (D) Tempo médio de duplicagdo do volume tumoral de cada grupo, em
dias. Adaptado de [!3]

Na figura 5, nos graficos A, B e C, verificamos que, respetivamente, a Ha, Clz e a 28
atrasaram a evolugao do crescimento do tumor, sendo que na tabela D conseguimos

observar que o tempo de duplicagio do tumor aumentou de 7.4 * 0.6 dias no grupo

controlo, para 3.1 = 1.2 (Ha), I15.1 £ |.1 (Clz) e 10.8 + 0.7 dias (J28).

Foi observada também a imunoreatividade de moléculas de antigénio nuclear de
proliferagao celular (PCNA), proteinas marcadoras da proliferagao celular. A sua detecgao
foi realizada ao usar um anticorpo de ratinho anti-PCNA conjugado com peroxidase, sendo

posteriormente visualizado por coloragao com diaminobenzidina.
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Fig.6: (A) Imagens representativas da imunoreatividade do PCNA obtidas do estudo imunohistoquimico e (B)
grafico representante da quantificagdo de células nas quais se encontrou o mesmo marcador por contagem em [0
campos escolhidos aleatoriamente. Adaptado de [!3]
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Foi observado um decréscimo nos niveis de expressaio de PCNA nos tumores que

sofreram tratamento, como visualizado na figura 6 (diminuicao do nimero de complexos

anticorpo-PCNA).

Os estudos histopatolégicos foram realizados por exame de secgoes tecidulares apos
se proceder a técnica de coloragao hematoxilina-eosina. Estes permitiram concluir os

tumores eram constituidos por células indiferenciadas e que os mesmos nao sofreram

alteragoes significativas apos os tratamentos.

A outra metade dos roedores com xenoenxertos foi tratada até morte espontanea

de forma a poder tragar a curva de sobrevivéncia e calcular o tempo médio de sobrevivéncia.
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Fig. 7: Taxa de sobrevivéncia dos ratinhos sujeitos ao processo de xenotransplante. Tratamento didrio por injegdo
de tampido salino no grupo de controlo vs. (A) histamina (Ha, 5mgkg-1), (B) clozapina (Clz, Imgkg-1) e (C)

JNJ28610244 ()28, 10mg.kg-1), 5 dias por semana até a morte espontinea. (D) Tempo médio de sobrevivéncia dos
diferentes grupos. Adaptado de [!5]

A andlise da figura 7 permite verificar que o tratamento com histamina permitiu um
aumento do tempo médio de vida de 60 para 78 dias, sem que se observasse diferengas

significativas nos casos em que houve tratamento com clozapina ou J28610244.
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Foi também realizada uma andlise da vascularizagao pela técnica de coloragao
tricromica de Massons de forma a identificar as areas com maior vascularizagao. Assim,
realizou-se a contagem de vasos intratumorais por observagao ao microscopio 6tico Axiolab

Karl Zeiss.
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Fig. 8: Efeito dos ligandos dos H4R na vascularizagdo tumoral. (A) Imagens representativas da coloragio tricréomica
de Massons (em cima ampliagdo de 100x e em baixo 630x). (B) Numero médio de vasos intratumorais contados em
10 campos escolhidos aleatoriamente. Adaptado de [!5]

Os resultados mostraram que, no grupo de animais nao tratados, os tumores
possuiam numerosos vasos de grandes dimensoes, havendo uma redugao neste numero apos

tratamento com histamina e clozapina, como observado na figura 8.

Por fim, procedeu-se a um ensaio de avaliagio do crescimento tumoral pelo

tratamento dos tumores xenotransplantados com duas outras moléculas:

Tabela 2: Moléculas utilizadas nos ensaios. Imagens adaptadas de !,

JNJI0191584 ‘ JNJ10181457 ‘

HO N

/ I wat
o] O

-~

Antagonista H4R Antagonista H3R
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Os resultados do ensaio mostraram que, no grupo tratado com |NJ10191584, a
sobrevivéncia média foi reduzida apos tratamento, nao havendo alteragdes no volume
tumoral. Ja do tratamento com JNJI0181457, resultou uma inesperada redugao do

crescimento tumoral sem alteragao na sobrevivéncia.

4.2. MELANOMA

O melanoma apresenta-se como a forma mais perigosa de cancro da pele, tendo
origem nos melanécitos (responsaveis pela produgao de melanina) localizados na epiderme.
Apresenta-se como um problema de saude global, surgindo cerca de 132.000 casos por ano
e, apesar de apenas constituir cerca de 5% dos casos de cancro da pele, o melanoma é o
mais fatal.'®

Esta doencga ¢ diagnosticada na clinica em diferentes estadios de evolugao, sendo que
numa primeira fase, o melanoma comega por ser uma marca pigmentada na pele que se
torna palpavel e que se alarga sob a forma de um circulo imperfeito. Esta é denominada “fase
de crescimento radial”. Na fase seguinte de progressao, designada por “fase de crescimento
vertical”, a marca evolui para um nédulo, podendo tornar-se ulcerada."”

A expressao dos 4 subtipos de recetores da histamina em linhas celulares de
melanoma ja foi previamente descrita, estando comprovada a expressaio dos H4R em
bidpsias de melanoma humano, o que confirma que este receptor niao se encontra apenas
em linhas celulares de modelos experimentais.”

Foi também ja reportado que o efeito inibitério na proliferagao celular da histamina é
mediado parcialmente pela estimulagio dos H4R, estando associado a um mecanismo de
promocao da senescéncia celular. Além disso, a histamina revelou propriedades indutoras da
melanogénese pela ativagio dos H2R em linhas celulares de melanoma, sugerindo que a
mesma podera vir a ser utilizada como um agente de pigmentagao no tratamento do
vitiligo.?

Resultados de um estudo de Noelia A. Massari*' e outros colaboradores, realizado
em 2013, demonstraram a presen¢a de H4R em linhas celulares e bidpsias de melanoma
humano. O estudo intitulado “Antitumor activity of histamine and clozapine in a mouse
experimental model of human melanoma” tem como objetivos a investigagao de alteragoes
nas vias de transdugao de sinal e na resposta bioldgica em linhas celulares de melanoma

humano levadas a cabo pela ativagao dos H4R.
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As linhas celulares utilizadas neste estudo foram a WM35, correspondente a um
melanoma humano primario na fase de crescimento radial e a MI/15, derivada de uma
metastase no figado em fase de crescimento vertical, sendo que ambas foram colocadas num
meio de cultura favoravel ao seu crescimento para posterior utilizagao em diferentes ensaios.

Foram também utilizados diferentes ligandos dos H4R, tal como no estudo referido em 4.1:

Tabela 3: Moléculas utilizadas nos ensaios. Imagens adaptadas de ['*'".

Histamina ‘ Clozapina VUF 8430 ‘ INJ7777120
“/ H” T “H N/
N / H N (
| Jeou
e i 7 %
NH2 N
/ . K
N N

Molécula bioldgica,

agonista de alta | Antipsicético atipico, Antagonista de
afinidade nao agonista de alta referéncia, com
seletiva para os afinidade e menos afinidade do
H4R, apresentando | seletividade para os Agonista H4R que a histamina,
reatividade cruzada | H4R; aprovado para utilizado para avaliar a
com todos os uso em humanos. atividade da clozapina
subtipos de como agonista.
receptores.

Foram realizados diferentes ensaios in vitro de forma a estudar a proliferagao e

senescéncia celular, o ciclo celular e a fosforilagao do complexo ERK/2.

Para o estudo da proliferagao celular foi realizado um ensaio clonogénico, em que as
linhas celulares supracitadas foram colocadas em placas de cultura de 6 pogos (1000 células
por pogo) e foram tratadas com solugoes de 0.0l até 10 uM de clozapina e/ou 10 pM de
JNJ7777120, com existéncia de um grupo controlo nao tratado. As células foram sujeitas a
incubagao durante 7 dias, sendo posteriormente fixadas com formaldeido a 10% v/v em PBS
e coradas com azul de toluidina a 1% v/v em etanol a 70%. As coldnias contendo 50 células

ou mais foram consideradas como resultados positivos para proliferagao celular.
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Foi também quantificada a sintese de DNA por incorporagao de BrdU no meio de
cultura. Procedeu-se a um ensaio de condicoes semelhantes as referidas no ponto 4.1 da
presente monografia. Assim, as células foram tratadas com solugées de 10 pM de clozapina
e/ou 10 pM da molécula JNJ7777120 (antagonista) durante 48h. Seguiu-se a adicao de BrdU
(30uM) ao meio de cultura durante 2h, com posterior incubagao de anticorpos monoclonais
anti-BrdU de roedor. A quantificagao foi feita por imunofluorescéncia com utilizagdo de um
anticorpo IgG de roedor, conjugado com isotiocianato de fluoresceina e 4,6-diamino-2-

fenilindol através de microscépia otica com recurso a um microscopio Olympus BX50.
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Fig.9: Graficos representativos dos resultados do ensaio clonogénico relativos ao efeito da clozapina como agonista
dos H4R na proliferagio na linha celular WM35 (A) e MI1/15 (B); Imagens resultantes do método de incorporagio de
BrdU por utilizagdo de um anticorpo conjugado com 4,6-diamino-2-fenilindol (a azul) ou isotiocianato (a verde) no
grupo controlo e no grupo tratado com clozapina. Adaptado de 2]

Como podemos ver na figura 9, no grafico representativo do ensaio clonogénico, a
clozapina demonstrou um efeito anti-proliferativo dose-dependente, apresentando um
maximo de inibigdo para concentragoes entre | e 10 yM em ambas as linhas celulares em
estudo. O facto de este efeito ter sido bloqueado pela adicao de um antagonista seletivo
para os H4R (JNJ77) mostra que a inibicao da proliferagao é consequéncia da formagao do
complexo agonista-H4R e nao da ligagao da clozapina a outros recetores.

Para estudo da senescéncia celular, procedeu-se a uma técnica de coloragao proposta
em 1995 por Dimri e outros colaboradores”, que consiste na detegio da enzima P-
galactosidase como biomarcador de senescéncia celular. As células senescentes sao
caracterizadas por uma redugao do tamanho dos telomeros (perda da capacidade
proliferativa) e por ativagao de genes de supressao tumoral.

Assim, inicialmente, procedeu-se a transferéncia das linhas celulares para placas de
cultura de 12 pogos (25.000 células por po¢o), passando estas a ser tratadas com solugoes

de clozapina e/ou JNJ7777120 em concentragoes de |0 pM, durante 48h. Posteriormente, as
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células foram fixadas e incubadas a 37°C durante 8h com uma solugao de 5-bromo-4-cloro-
idolil-B-galactosido tamponizada. Por fim, procedeu-se a coloragio com hematoxilina com
posterior contagem das células que possuem [-galactosidase na sua constituicao, com

recurso a microscopia otica por utilizagdo de um microscopio Axiolab Karl Zeiss.
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Fig.10: Estudo do efeito da clozapina e/ou JNJ7777120 na senescéncia celular nas linhas celulares WM35 (A) e
MI/I5 (B). Imagens e graficos resultantes do método de coloragdo de senescéncia associada a presenca de f-

galactosidase. As setas nas imagens indicam células senescentes. Adaptado de [2']

Como visto na figura acima, o tratamento com clozapina aumentou a percentagem de
células senescentes em relagao ao grupo controlo (66.4% na WM35; 61,3% na MI/15).
Verificou-se também que, tal como o bloqueio do efeito proliferativo, o antagonista

JNJ7777120 bloqueou o efeito de pré-senescéncia da clozapina.

Procedeu-se também a andlise do ciclo celular das duas linhas celulares em placas de
cultura sujeitas a tratamento com solugoes de histamina, VUF 8430 ou clozapina, todas elas
de concentragao 10 pM, havendo um grupo de controlo composto por células nao tratadas.
As células foram colhidas em momentos diferentes por tripsinizagao (dissociagao celular
mediada por tripsina), fixadas com metanol a baixa temperatura, centrifugadas e resuspensas
numa solucao de iodeto de propideo, um agente de coloragao que penetra na célula quando
existe perda de integridade da membrana celular. Por fim, utilizou-se a citometria de fluxo

para avaliar as amostras.
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Fig.11: Grafico representativo das diferentes fases do ciclo celular em que se encontravam as células WM35 e

MI1/I5 em colheitas realizadas as 24, 48 e 72h — percentagem média de células em diferentes fases do ciclo celular
com recurso a uma técnica de citometria de fluxo. Adaptado de [2!]

As células das duas linhas celulares de melanoma humano foram encontradas em
diferentes fases do seu ciclo celular apés fixagao em diferentes momentos. Analisando os
graficos constantes na figura | I, verificamos que, do tratamento com os agonistas dos H4R,
resultou uma elevada acumulagao de células na fase GO/G| em comparagao as fases S, G2 e
M. A clozapina foi a molécula que teve mais influéncia neste evento na maioria dos ensaios.
Assim, é possivel inferir que a estimulagao dos H4R apresenta capacidade de paragem do

ciclo celular (mecanismo antiproliferativo).

A quantificagdo da fosforilagado do complexo ERKI/2 foi avaliada por um ensaio
Western Blot. O objetivo deste ensaio é verificar o estado de ativagio da via MAPK
(Proteinas quinase ativadas por mitogenos), sendo esta uma via que se encontra
desequilibrada em células tumorais, principalmente em casos de melanoma, estando ativada
em até 90% de casos desta doenca."

A ativagao do complexo ERKI/2 desencadeia varias respostas celulares como a

proliferagao, migragao, diferenciagao, senescéncia e morte. Além disso, esta pesquisa foi
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particularmente incluida neste artigo, pois Massari (juntamente com outros colaboradores) ja
tinha colocado a hipétese de que a ativagdo dos H4R promovia os mecanismos de
senescéncia e diferenciacao celular num estudo anteriormente realizado.

Posto isto, as amostras das linhas celulares foram previamente tratadas com solugoes
de histamina, VUF 8430, clozapina e/ou JNJ7777120, com concentragao de |0 uM, tendo
posteriormente sido preparadas por colheita em solugio de PBS gelada e colocadas em
tampao RIPA (tampao de ensaio de radioimunoprecipitagao) juntamente com inibidores de
fosfatases e proteinases. As proteinas resultantes foram fracionadas em géis de poliacrilamida
na presen¢a de SDS e transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno. Essas
membranas foram posteriormente bloqueadas e testadas relativamente a presenga do
complexo ERK /2 fosforilado e nao fosforilado, por utilizagao de anticorpos anti-p-ERK1/2 e

anti-ERK1/2, respetivamente.
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Como visualizado na figura 12, o tratamento com histamina e outros agonistas dos
H4R levaram a uma promogao da fosforilagdo do complexo ERKI/2 que aumentou em
funcao do tempo nas duas linhas celulares, sendo que a extensio de fosforilagao foi
semelhante para os agonistas testados. O tratamento com o antagonista JNJ7777120 levou a
inibicio do efeito observado anteriormente, o que demonstra que este foi mediado pela

ativacao dos H4R.

Os estudos in vivo e ex vivo realizados consistiram na realizagdo de ensaios sobre a
evolugio do crescimento tumoral, sobrevivéncia e de estudos imunohistolégicos e
histoquimicos com o objetivo de avaliar a atividade antitumoral da histamina e clozapina.

Para isso foram realizados xenotransplantes da linha celular MI/15 por injecao
subcutanea no flanco direito dos ratinhos de forma a induzir o desenvolvimento tumoral. Os
ratinhos foram depois separados em 3 grupos e receberam uma injegao diaria de uma
solugao salina (grupo controlo, n = [4), uma solugao de histamina (HA, n = 8) ou clozapina

(CLZ, n = 13).

Para a avaliagao do crescimento tumoral, trataram-se os ratinhos com solugoes de
histamina ou clozapina com concentracdes de | mgkg' durante 70 dias, sendo
posteriormente o tumor excisado e considerado o seu volume esférico na construgao de
uma curva de crescimento tumoral para cada grupo.

A sobrevivéncia foi avaliada nos ratinhos xenotransplantados até a morte espontanea,
tendo sido tragadas as curvas de sobrevivéncia e calculado o tempo médio de sobrevivéncia

de cada grupo.
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Fig.13: Atividade antitumoral da histamina (HA) e clozapina (CLZ) nos ratinhos xenotransplantados. (A)
Representagio da evolugdo temporal do volume do tumor em cm3; (B) Taxa de sobrevivéncia vs. tempo. Adaptado
de 121]
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Como podemos ver na figura 13, os tratamentos com histamina e clozapina
provocaram uma diminui¢do no crescimento tumoral, demonstrando também um aumento
no tempo médio de sobrevivéncia dos ratinhos.

Foram também analisados os efeitos da histamina e clozapina nos tumores
xenotransplantados ao nivel histoquimico. Assim, realizaram-se ensaios de imunocoloragao
com o objetivo de avaliar o crescimento celular por determinagio do PCNA e do indice
mitotico (IM), ou seja, o numero de células com cromossomas visiveis em campos de
ampliagio de 400x. A vascularizagao tumoral foi analisada por coloragao tricrémica de

Massons, tendo sido observadas as maiores areas vasculares intratumorais.
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Fig.14: Imagens dos ensaios imunohistoquimicos realizados no ratinhos xenotransplantados com a linha celular
MI1/15. Comparagdo do grupo nido tratado (controlo) com os tratados com histamina e clozapina ao nivel da
expressido dos H4R, conteido em histamina e expressio de PCNA, com ampliagio de 630x. Avaliagdo da presenga

de vasos intratumorais com ampliacdo de 50x (coloracio tricromica de Massons). Adaptado de [2!]

Estes ensaios permitiram concluir acerca da existéncia consideravel de conteido em
histamina e H4R na linha celular M1/15, sem que houvesse diferengas relativas ao tratamento
com histamina ou clozapina. Também foi possivel observar que os tumores eram
constituidos por células altamente indiferenciadas.
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Tanto a expressao de PCNA como o IM sofreram uma redugao nos grupos de
animais tratados com os agonistas. Também nestes, a presenca de vasos intratumorais se

encontrou diminuida com redugao do diametro vascular.

5. RECETORES H4 E PESQUISA DE NOVOS LIGANDOS

Apés a descoberta dos H4R no ano de 2000, deu-se inicio a sua caracterizagao
molecular. Este processo foi marcado pela utilizagao de ligandos com afinidade ja confirmada
para outros receptores da mesma familia (com estrutura semelhante a dos H4R) na
construgao de modelos de homologia, ja que a estrutura tridimensional do receptor nao se
encontra solucionada.

Assim, verificou-se que a histamina se apresenta como um agonista mais potente para
os H4R do que para os outros receptores da mesma familia,” sendo que outras moléculas
testadas inicialmente foram o Imetit (agonista H3R) e o Clobenpropit (antagonista H3R) que
revelaram capacidade agonista para os H4R. Outros compostos selecionados como ligandos
seletivos para este recetor foram o OUP-16 e a 4-metilhistamina (compostos imidazdlicos),
passando a ser também identificados a clozapina, VUF 8430 e a JNJ7777120 como ligandos
seletivos para o mesmo receptor, nio imidazélicos.*

Ao longo dos ultimos anos, tem havido um esfor¢o por parte dos investigadores em
descobrir novos ligandos viaveis do ponto de vista farmacologico e que possibilitem
processos de modificagao estrutural com vista a execugao de processos de otimizagao de
leads, de forma a obter moléculas com um perfil apropriado e com potencial para
desenvolvimento clinico — Novas entidades quimicas (NCE).

A pesquisa de novos ligandos tem sido efetuada com recurso a métodos de rastreio
de elevada capacidade, em inglés, High-Throughput Screening (HTS), possibilitados por
métodos de quimica computacional. Como exemplo, e visualizado nos pontos 4.1 e 4.2 da
presente monografia, a molécula JNJ7777120, utilizada como antagonista de referéncia para
os H4R, foi descoberta por meio de um processo de HTS e otimizada nos laboratoérios

Johnson & Johnson.

Um estudo denominado “Discovery of nanomolar ligands with novel scaffolds for the

histamine H4 receptor by virtual screening”®, da autoria de Nicolas Levoin e outros
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colaboradores, explora o processo de screening virtual de novos ligandos para os H4R,

realizado neste caso, em dois passos:

Em primeiro lugar, pela conce¢do de um modelo de homologia do H4R a trés
dimensdes com recurso a uma pequena biblioteca de entidades quimicas de estrutura
varidvel, permitindo assim o aprofundamento do conhecimento dos locais de ligagio do
receptor, tendo posteriormente sido identificado um hit viavel que permitisse o refinamento
deste mesmo modelo;

Em segundo lugar, pela realizagao do processo de screening virtual, com utilizagao de
um grande nimero de moléculas testadas para descoberta de novos hits.

A construgao deste tipo de modelo é possibilitada pelo prévio conhecimento da
estrutura cristalina de numerosos GPCRs, receptores estes que possuem elevada

semelhanca estrutural entre si.?

Inicialmente, o modelo comegou a ser desenvolvido por sobreposi¢ao da estrutura
cristalina da rodopsina bovina e dos GPCRs disponiveis como base para a compreensao
estrutural do receptor, tendo sido inicialmente encontrado o HIR. Através do software
DALI, verificaram-se as semelhangas estruturais entre o modelo tridimensional deste recetor
e o do H4R, facto que levou a concluir acerca da precisio do método de construgao do
modelo.

Posteriormente, passou-se a utilizagao da molécula JNJ7777120 como um ligando
com afinidade para o H4R no aminoacido Glul82 presente no modelo. No entanto, foram
encontradas algumas incompatibilidades entre a molécula produzida pela Johnson & Johnson
e alguns locais de ligagao do presente modelo de homologia, o que fez sup6r que o mesmo
teria que ser refinado. Para isso, procedeu-se a incorporagao do recetor num ambiente
membranar com a finalidade de perceber se as alteragdes conformacionais poderiam
encerrar o processo de refinamento, o que, mesmo assim, nao foi possivel.

Assim, para concluir este processo que visa a obtengao de uma completa
compreensao estrutural do recetor, procedeu-se a execu¢ao de um processo de pré-
screening que levou a selecao da pimozida como um ligando de grandes dimensdes que

permitiu obter uma melhor percegao do volume dos locais de ligagao.
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Fig.15: Modo de ligagdo da molécula JNJ 7777120 no modelo de homologia inicial (a esquerda) e apds o

processo de refinamento (a direita). Adaptado de [23].

Estes processos que levaram a evolugao do modelo de homologia constituem o
principal desafio a percecao do modo como os ligandos interagem com os recetores em

estudo nas metodologias de R&D.

Apods a obtengio do modelo refinado, procedeu-se finalmente a realizagao do
screening virtual que contou com uma biblioteca estrutural composta por cerca de 7000

moléculas.

Os resultados desta pesquisa revelaram a existéncia de 120 hits cuja estrutura foi
confirmada por espectrometria de massa e por ressonancia magnética nuclear, 28 dos quais
foram confirmados experimentalmente, sendo que 9 destes demonstraram uma elevada

afinidade para os H4R.

Apesar de apenas 2 dessas estruturas apresentarem atividade agonista com uma baixa
afinidade para o recetor, o processo de screening virtual demonstrou ser um sucesso,
devido ao facto de que essas moléculas constituiaim NCE que poderao oferecer novas
perspetivas para a investigagao em quimica medicinal relacionada com os H4R.

Este tipo de metodologia deve continuar a ser explorada no futuro de forma a obter

novas moléculas com potencial para desenvolvimento clinico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de toda a investigagao em torno da descoberta de novas terapias para os
diferentes tipos de cancro, ainda hoje se considera limitado o conjunto de alternativas
encontradas, sendo que o tratamento, muitas das vezes, traz resultados indesejados,
caracterizados por uma fraca eficicia e elevada toxicidade que em nada beneficiam os
doentes.

O futuro passara entao, por um aprofundamento da compreensao dos mecanismos
que se encontram na génese da doenca pelo entendimento das variagoes moleculares
adjacentes a modificagao de processos celulares.

Assim, apesar dos inumeros indicios da presenga funcional de H4R em varios tipos de
tecidos cancerigenos, o seu papel nos mecanismos e vias bioldgicas responsaveis pelo
crescimento tumoral é dependente do tipo de cancro e devera continuar a ser estudado. No
entanto, € inquestionavel a possibilidade de utilizagao deste recetor como um alvo molecular,
mostrando-se significativa a pesquisa de novos ligandos que contribuam para novos avangos
na terapia anticarcinogénica.

Até ao momento, a reduzida variedade molecular de agonistas e antagonistas é
consequéncia do escasso numero de modelos de homologia (scaffolds) utilizados na sua
pesquisa, facto que nos impede de conhecer na totalidade estas novas ferramentas
farmacolégicas que poderao, no futuro, dar respostas para o controlo desta perniciosa

patologia.
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