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Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Serrano
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LISTA DE ACRONIMOS E SIGLAS

DGS

FEFO

FIFO

FS

MICF
MNSRM
MNSRM-EF

RCM

Direcao Geral de Sadde

First Expired First Out

First In First Out

Farmacia Serrano

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica de Dispensa Exclusiva em
Farmacia

Resumo das Caracteristicas do Medicamento



I. NOTAINTRODUTORIA

A farmacia comunitaria é a face mais visivel da profissao farmacéutica. Segundo um estudo da
Ordem dos Farmacéuticos realizado pelo Observatério da Empregabilidade no Setor
Farmacéutico, em 2018, cerca de 40% dos farmacéuticos trabalhavam como farmacéuticos
comunitarios, sendo o setor com maior notoriedade. (Ordem dos Farmacéuticos, 2018) A
realizagao do estagio curricular em farmacia comunitaria enquanto unidade curricular do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) proporciona o primeiro contacto com
o contexto laboral real o que permite a aplicagao pratica e aprendizagem efetiva dos conceitos
ja previamente adquiridos. O estagio curricular, que suportou este relatério (organizado na
forma de analise SWOT), decorreu de || de janeiro a 23 de abril de 2021 e foi realizado na
Farmacia Serrano situada na Lousa, sob a orientagao da Dra. Tania Luis.

Por prestarem cuidados de proximidade as farmacias permitem o acesso ao medicamento e a
equidade na prestagao de cuidados de saide de qualidade a todos os cidadaos e sao, muitas
vezes, o primeiro local a que os utentes recorrem em questoes de salde. Se por um lado o
farmacéutico pode evitar deslocagoes desnecessarias a outros servigos de salde, através da
dispensa e aconselhamento sobre o uso correto de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita
Médica (MNSRM) e Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica de Dispensa Exclusiva em
Farmacia (MNSRM-EF), por outro lado tem um papel relevante na promogao da correta
navegaciao do cidadiao dentro do sistema de salde, favorecendo o bom uso dos recursos

disponiveis.

2. A FARMACIA SERRANO

Situada na vila da Lousa, a Farmacia Serrano (FS) é das mais antigas farmacias de Portugal. No
final do século XIX, além de varios medicamentos, produziu diversos licores naturais
medicinais, um dos quais - que viria a receber o nome de Licor Beirao - continua até hoje a
ser produzido em terras lousanenses.

Centenaria, a FS procura estar no mercado com uma postura inovadora, de total colaboragao
com os seus parceiros, colaboradores e utentes. Deste modo, para que fosse possivel
diversificar e melhorar os servigcos oferecidos ao utente, mudou de instalagoes, localizando-se
atualmente num edificio proprio totalmente dedicado a saude e bem-estar.

Virada para o futuro, a FS iniciou o seu projeto online, que para além de permitir chegar a mais
utentes, garante o servigo farmacéutico a quem nao pode deslocar-se a farmacia. A farmacia
complementa ainda os seus servicos a comunidade com a sua pagina em redes sociais, servico

pharmadrive, consultas de nutrigao e ainda consultas farmacéuticas a doentes de risco.



A competéncia, honestidade e o profissionalismo sao a base do trabalho farmacéutico na FS e
o meio através do qual se tenta atinge o objetivo mais importante: promover o uso racional

do medicamento contribuindo para a saude, bem-estar e satisfagio maxima do utente.

3. ANALISE SWOT
3.1. Analise Interna

3.1.1. Pontos Fortes/Forcas
e Otima integracio na equipa técnica

Tive o privilégio de estagiar com uma equipa composta por colaboradores que primam pela
competéncia, altamente qualificados, dindmicos e com um elevado sentido responsabilidade.
A disponibilidade e prontidao no esclarecimento de dulvidas e partilha de conhecimento foram
essenciais na colmatagao de falhas inerentes a inexperiéncia. Além disso, o companheirismo
sincero e a entreajuda entre os elementos da equipa foram notaveis e contribuiram para um
ambiente de trabalho agradavel e uma experiéncia de estagio muitissimo prazerosa e

enriquecedora.

e Adequacdo do MICF a realidade profissional

Considero que o MICF oferece uma grande preparagao cientifica e multidisciplinar,
certamente suficiente para ingressar no mercado de trabalho e tao diversificada como as saidas
profissionais. Com um corpo docente altamente diferenciado e qualificado, o programa das
unidades curriculares versa conteldos técnico-cientificos muito atualizados. A grande
proporcao de aulas pratico-laboratoriais e teodrico-praticas munem os estudantes de
ferramentas diferenciadoras que conferem vantagem competitiva face a outros profissionais.

Unidades curriculares como Organizagao e Gestao Farmacéutica, Comunicagao e Marketing
Farmacéutico forneceram conhecimentos-base importantissimos numa otica comercial e
financeira. Numa vertente terapéutica, unidades curriculares como Indicagao Farmacéutica,
Farmacoterapia ou Farmacologia | e Il possibilitaram um aconselhamento individualizado e
cientifica e farmacologicamente correto. Deontologia e Legislagao Farmacéutica fez a ponte
perfeita entre a componente economica da farmacia e a vertente ética que lhe esta associada.
Apesar do indicado supra, numa area em constante inovagao, reconhego que a grande

aprendizagem foi o gosto pela busca de conhecimento.

e Gestdo eximia
A gestao de uma empresa nao é apenas a contabilidade, verificagio constante de indices e
graficos. E necessario integrar toda a equipa e dar a conhecer nao s6 as capacidades e

motivagoes, mas também os problemas e as fraquezas. Apenas uma equipa conhecedora da
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realidade e constantemente informada pode unir-se num determinado fim. Na FS o didlogo
entre a equipa de gestao e todos os colaboradores é franco, aberto e constante. Sao definidas
metas e toda a equipa luta por um mesmo objetivo que monitoriza constantemente. Objetivos
alcangados sao motivo de partilha e festejo interno, e a base para novas metas. Foi uma
experiéncia enriquecedora. Para mim, enquanto estagiaria, sentir-me perfeitamente integrada

na equipa e a lutar pelos mesmos objetivos foi motivador e engrandecedor.

e Organizacao exemplar
A organizagao é, no fundo, a base da sustentagao logistica de todas as atividades da empresa.
A equipa técnica da FS é extremamente organizada e as tarefas individuais sao bem definidas,
conhecidas por todos e desempenhadas de modo a garantir que tudo fica feito no momento
certo. A organizagao e ordenagao dos produtos permite a otimizagdo do processo de
atendimento, facilitando a pesquisa e a identificagao do produto ideal em cada aconselhamento.
A organizagao dos produtos e os processos de atendimento otimizados permitem que, quer
ao balcdo, no pharmadrive® ou no servigo de entrega ao domicilio, o atendimento seja rapido,

eficaz e eficiente.

e Cordialidade e privacidade

As boas praticas de farmacia comunitaria ditam que o atendimento farmacéutico deve ser
realizado com toda a atengao e cordialidade sempre assegurando a maxima comodidade e
privacidade do utente. (Ordem dos Farmacéuticos, 2009)

Todos os individuos tém direito a sua privacidade e um assunto pode ser tabu para um utente,
mas nao causar qualquer constrangimento a outro. Assim, todo o layout de atendimento foi
pensado por forma a dificultar que um utente se aperceba do assunto a ser tratado num outro
atendimento, no mesmo espago comercial e temporal. O utente pode, a qualquer momento,
solicitar um atendimento num local privado. Observar e por em pratica estas normas, tao
enfatizadas durante o percurso académico, foi uma mais-valia. Na FS aprendi a estar atenta aos
sinais do utente. Sempre que era necessario abordar uma patologia mais sensivel, fazer um
aconselhamento mais especifico ou se existe duvida sobre o a vontade do utente, este seria
encaminhado para um atendimento no gabinete de apoio ao utente. De facto, cada ser humano
€ um individuo diferente e o atendimento, como pude verificar durante o estagio, deve ser

tao personalizado e direcionado quanto possivel.

2 Servigo oferecido pela FS, para aumentar a comodidade dos utentes. Ideal para utentes com patologias menos
graves que pretendem um atendimento rapido e para mamas, evitando o constrangimento de retirar as criangas
das cadeiras de transporte automovel.



e Sensibilizacdo para o foco no utente

O farmacéutico é, sem dulvida, um profissional de saude altamente especializado no
medicamento. Todavia, desde o primeiro dia fui sensibilizada para a importancia do
atendimento humanizado, de colocar o utente em primeiro lugar e utilizar o medicamento
somente e na sua plenitude, como veiculo para promogao da saude do utente.

E necessirio ter um compromisso com a prestacio de cuidados de saude, tentando
proporcionar ao utente o melhor aconselhamento. (Ordem dos Farmacéuticos, 1998)

A FS tem uma percentagem consideravel de utentes fidelizados, moradores das zonas
residenciais proximas o que permite um acompanhamento mais completo, proximo e
personalizado. Aprendi que, muitas vezes, mais que um medicamento ou aconselhamento
farmacologicamente eximio, o utente procura um ombro amigo, um conselho ou alguma
atengao, portanto, nem sempre o aconselhamento ideal é traduzido numa venda. Além disso,
€ importante manter a simpatia e postura mesmo quando as reagoes do outro lado do balcao

sao adversas. Estes ensinamentos, observados na pratica nos profissionais que acompanhei,

sao a base da profissao e ajudaram de facto a moldar a minha postura ao balcao.

e Plano de estagio adequado, organizado e flexivel
Durante o periodo de estagio tive oportunidade de desempenhar fungoes em diferentes areas
de atividade. O plano de estagio foi sendo estabelecido e ajustado em didlogo constante e
franco, sempre com a preocupacao de que a minha experiéncia de estagio fosse tao diversa
quanto possivel. A inexisténcia de um plano de estagio rigido mostrou-se vantajosa porque
permitiu por um lado uma evolugao gradual nas tarefas desempenhadas e por outro, um
contacto ininterrupto, nao seccionado, com as diferentes responsabilidades do farmacéutico.
Inicialmente, o aprovisionamento e armazenamento dos produtos no local respetivo permitiu
o contacto com algumas marcas comerciais tanto de MSRM como MNSRM, produtos de satde
e cosméticos. Serviu para interiorizar conceitos de gestdo de stocks como first expired first out’
(FEFO) ou first in first out' (FIFO), ou e para tomar conhecimento dos locais exatos dos
produtos tornando, posteriormente, o processo de atendimento mais fluido. Tive
oportunidade de aplicar os meus conhecimentos no gabinete do utente, no qual foram
efetuadas medic¢oes de glicémia, pressao arterial e colesterol total. Contactei com a gestao do

receituario e da faturagao, subsistemas de saiude e organismos de comparticipagao. O ponto

3 Na FS o armazenamento obedece, normalmente, ao principio FEFO que se traduz como “o primeiro a expirar
o prazo de validade é o primeiro a sair”’, em portugués. Desta forma, produtos com prazo de validade mais curto
sao dispostos nos locais de arrumagao de modo a serem escoados em primeiro lugar.

* Para produtos com prazo de validade semelhante, produtos apenas com periodo apés abertura ou aos quais
nao esta associado um prazo de validade, aplica-se método FIFO que se traduz como “o primeiro a entrar é o
primeiro a sair”, em portugués. Assim, as primeiras existéncias a entrar em armazém sao arrumadas de modo a
que sejam também as primeiras a sair.



fulcral foi, claramente, a dispensa, indicacao e aconselhamento de medicamentos e produtos

de saude.

e  Autonomia sem vulnerabilidade
Os primeiros passos como colaboradora da farmacia sao caracterizados por varias questoes
inerentes a inexperiéncia cujas respostas sao essenciais para ganhar seguranga e autonomia e
representar a qualidade caracteristica da FS. Senti o acompanhamento inicial necessario mas,
progressivamente, foi-me também facultado e induzido o sentimento de verdadeira autonomia,
apesar deste nao ser em momento algum impedimento para todo o acompanhamento, e
partilha de conhecimentos constante e necessaria. Esta dindmica de integragao e trabalho na
FS permitiu-me ganhar uma verdadeira autonomia, com seguranga e confianga nas tarefas

desempenhadas.

3.1.2. Pontos Fracos/Fraquezas

e Fraca preparacao para o aconselhamento

Apesar da vasta e pertinente formacgao transmitida ao longo do MICF, considero que existem
algumas lacunas na preparagao para o trabalho em farmacia comunitaria. A preparagao tedrica
€ abrangente e aprofundada permitindo a facil aplicagdo dos conhecimentos tedricos a
situagoes praticas. Os casos-praticos simulados durante o percurso académico em unidades
curriculares como Farmacoterapia, Indicagdo Farmacéutica ou Dermofarmacia e Cosmética,
tiveram uma importancia fulcral na mobilizagao do conhecimento. Todavia, a multiplicidade de
situagoes com que o farmacéutico se depara em contexto de atendimento, faz com que
dependa muito da experiéncia pratica. A presen¢a em contexto real permite aperfeicoar a
comunicagao com o utente e auxilia na percecao das tenuidades que distinguem cada
atendimento e que conduzem, muitas vezes, a escolha de opgdes terapéuticas distintas. Penso
que seria vantajoso que, desde cedo, houvesse um maior contacto com esta realidade,
nomeadamente através de simulagao de atendimentos em aulas.

A localizagao nao citadina da FS abre portas para o investimento no segmento dos produtos
de veterinaria e cuidado animal, um segmento de mercado em franco crescimento. Sabe-se
que mais de metade dos agregados familiares portugueses possuem pelo menos um animal de
estimagao (André Rodrigues e Paulo Teixeira, 2020; Rita Porto, 2020) e que, em Junho de
2019, o mercado de veterinaria (em farmacia comunitaria) registou um crescimento de 24%
em volume e 30% em valor face ao periodo homologo do ano anterior. (IQVIA Portugal, 2020)

Estes dados vém demonstrar a notoriedade crescente dada nao sé aos animais de companhia,



mas também aos animais do campo explicando o crescimento generalizado deste segmento
de mercado.

Considero que a unidade curricular Preparagoes de Uso Veterinario abrange os principais
topicos do grande espetro dos produtos de uso veterinario, mas € manifestamente insuficiente
principalmente em locais mais rusticos. No entanto, é importante enfatizar que, em momento
algum, a dificuldade no aconselhamento dos produtos de uso veterinario foi impeditiva para a
prestacao de um bom aconselhamento ao utente, porque foi colmatada pela prontidao na

partilha de conhecimento por parte das colegas com mais experiéncia.

° Curta duracgao e interrupcao do aconselhamento do utente

A indicagao farmacéutica pressupoe a selegao, sob responsabilidade do farmacéutico, de um
MNSRM, MNSRM-EF, produto de saude e/ou indicagao de medidas nao farmacolégicas com o
objetivo de tratar um problema de saide menor’. Além dos protocolos de dispensa dos
MNSRM-EF ou das normas de boas praticas sobre indicagao farmacéutica, a experiéncia em
contexto real tem uma importancia inegavel. (Ordem dos Farmacéuticos, 2018)

O feedback dos utentes é o suporte real para aconselhamentos futuros. Ao ouvir a sua opiniao
sobre o aconselhamento prestado tomamos conhecimentos da efetividade do produto e de
fatores simples como o sabor agradavel ou desagradavel de determinado xarope ou o aspeto
pouco simpatico de determinado produto. Estes fatores, aparentemente menores, facilitam a
comunicagao com o utente e podem conduzir a escolhas terapéuticas distintas numa proxima
indicagao. Em alguns casos, o farmacéutico pode também ser responsavel por fazer a ponte
entre o consumidor e o fabricante, comunicando a industria farmacéutica o feedback dos
utentes.

Verifiquei que, a parte dos utentes fidelizados, raramente as pessoas retornam a farmacia para
dar o seu feedback, voltando apenas quando precisam novamente dos servigos que a farmacia
oferece. Além disso, uma vez que o estagio tem naturalmente duragao limitada, nao foi possivel
acompanhar a evolugao das patologias dos utentes. Destaco duas situagoes (Caso Pratico | e
Caso Pratico 2) nas quais, pesar de ter seguranga nas minhas palavras, nunca cheguei a saber

o desfecho da situagao.

> Um problema de saide menor é um problema de salide nio grave, autolimitado, de curta duragdo e que nao
apresente relagdio com manifestagSes clinicas de outros problemas de salide do utente.



3.2. Analise Externa

3.2.1. Oportunidades

e Atualizacao de conhecimentos e formac¢ao continua
O farmacéutico, como agente de saude é responsavel por contribuir e salvaguardar o uso
responsavel do medicamento, promovendo a saude e o bem-estar.
Foi inspirador observar, por parte de toda a equipa da FS, o gosto e incentivo mutuo pela
busca constante por conhecimento de forma a garantir que o aconselhamento prestado
acrescenta valor aos utentes. Esta grande vontade de aprender levava a formagoes frequentes
com consequentes discussoes tematicas, o que se mostrou muito positivo porque tive
oportunidade de aprender, rever e debater muitos conteudos. Destaco a formagao pela
Sanofi® sobre alergias sazonais e o perigo do uso didrio de vasoconstritores topicos e a
formacio dedicada & gama Lactacyd® que veio colmatar algumas lacunas de conhecimento.
Referir ainda a formacio aBoca® onde foram apresentados produtos das diferentes linhas da
marca.
Na FS todos os colaboradores dispoem e sao encorajados a utilizar fontes de informagao
sobre medicamentos para rapido acesso durante o atendimento. Além dos Resumo das
Caracteristicas do Medicamento (RCM), disponiveis no site do INFARMED ou no sistema
informatico da farmacia, outras ferramentas complementares como os sites e-lactancia,
drugs.com, ou calculadoras de doses de medicamentos, foram um excelente auxilio por
permitirem uma resposta rapida a qualquer duvida colocada pelo utente.
Fui desafiada a preparar uma formacao, realizada para todos os colaboradores da FS, sobre
uma marca de cosmética a minha escolha. Selecionei a ISDIN® com o objetivo fundamental
de aumentar o conhecimento e capacidade de aconselhamento de produtos de cosmética e
relembrar algumas propriedades de ingredientes cosméticos como a ureia ou aveia. No final,
o feedback quanto ao trabalho desenvolvido e a capacidade de transmitir uma mensagem de

forma percetivel foi muito motivador e recompensador.

e Colaboracao digital numa farmacia dinamica e atual
Num mundo cada vez mais virtual, a presenca no digital € quase um pré-requisito para qualquer
empresa. Também a FS sentiu necessidade de se modernizar, apostando cada vez mais no
marketing digital quer para aumentar a divulgacao quer para atrair novos clientes. A partilha
de informagoes recorrendo ao site e redes sociais € uma constante, permitindo a criagao de
uma relagao de proximidade e confianga com o utente. Neste sentido, periodicamente, sao
publicados artigos informativos com conselhos praticos e respostas a perguntas que surgem

no contexto de atendimento ao balcao.



Enquanto estagiaria tive a oportunidade colaborar com a FS através da criacao de dois artigos
informativos intitulados “O que é e como tratar o eczema e a pele atopical?” e “Alergias?
Espirros, tosse, comichao nos olhos e no nariz?! Socorro!!”. Auxiliei também na realizagao de
um video explicativo, publicado nas redes sociais da FS, que versava no segmento de ortopedia
e cuidados de saude e abordava as diferengas, tamanhos e aplicabilidade das meias de

compressao elasticas e meias de descanso.

e Responsabilidade social e intervencdao comunitaria
“A responsabilidade social das empresas &, essencialmente, um conceito segundo o qual as
empresas decidem, numa base voluntaria, contribuir para uma sociedade mais justa e para um
ambiente mais limpo.” (Comissao das Comunidades Europeias, 2001)
Como agente de saude e por forma a demostrar a sua responsabilidade para com a sociedade,
o farmacéutico tem o dever de atuar em agoes que salvaguardem ambiente de vida humano,
sadio e ecologicamente equilibrado. (Ordem dos Farmacéuticos, 1998) O cariz social da FS é
notavel. Durante o tempo de estagio tive oportunidade de presenciar e dinamizar atividades
como “Elo Solidario” ou a campanha de recolha de fundos “Pedrinhas”, causas as quais a FS
nao é indiferente.
Durante o més de margo as Farmacias da Rede Elo-Farma, da qual a FS faz parte, aderiram ao
projeto “Elo Solidario”. O intuito era a recolha, com a ajuda dos utentes, de bens de primeira
necessidade para apoiar quem mais tem sofrido com a atual pandemia. Todos os bens foram
encaminhados para associagoes locais que se encarregaram de as distribuir pelas suas
comunidades. No caso da FS, os bens recolhidos foram entregues a Associagio Vida
Abundante, uma associagao lousanense responsavel pela distribuicio semanal de roupa,
calcado e géneros alimenticios a quem deles precisa.
A Pedrinhas é uma cooperativa de solidariedade social, sem fins lucrativos, que apoia criangas
com doenga oncologica ou deficiéncia igualmente grave, da regiao centro. Procura, a resolugao
de problemas habitacionais dos imdveis particulares onde residem, através de intervengoes
fisicas nas habitagoes, melhoria da acessibilidade e conforto térmico, por exemplo. (Pedrinhas,
2021) Periodicamente, a FS associa-se a campanhas de angariagao de fundos através da venda
de produtos (i.e. postais, origamis ou chocolates) cujo valor reverte totalmente para a

Pedrinhas.

e Atividades de team building frequentes
O foco do trabalho farmacéutico é, obviamente, contribuir para a salde e bem-estar do
utente, promovendo o uso racional do medicamento. Apesar disso, e porque os

colaboradores passam grande parte do dia no seu local de trabalho, um ambiente agradavel
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tem uma importancia fulcral. Atividades de team building® mantém os profissionais motivados,
mais comprometidos uns com os outros e com o utente, aumentam a produtividade e sao
fundamentais para a criacao de confianga mutua e de um ambiente de trabalho prazeroso.

Além disso, a profissao farmacéutica é caracterizada por longos periodos ortostaticos,
levantamento de pesos (encomendas) e alguma tensao e stress em periodos de maior afluéncia.
Assim, foi promovida uma video-aula com um personal trainer focada na corregao postural e

prevencao de lesoes, na qual tive oportunidade de participar.

e Estagio de verao

A oportunidade de realizagao de estagios de verao concedida pela faculdade é uma mais-valia
inquestionavel para qualquer estudante porque proporciona o primeiro contacto com o
contexto laboral real, o que se traduz numa aprendizagem pratica e efetiva, deixando o
estagiario mais preparado para um contacto futuro.

O estagio extracurricular de verao realizado em julho de 2019 possibilitou o primeiro
contacto com o espago e com a equipa técnica da FS, minimizou o constrangimento inicial e
facilitou bastante a minha integragao. Além disso pude ver a evolucao e exequibilidade de
iniciativas que tinham sido efetivadas aquando o meu estagio de verao. Em julho de 2019 o

“Sistema Semaforo”’

estava nos seus inicios de implementagao e foi muito interessante
constatar que, |8 meses depois, ja era conhecido e procurado pelos utentes, estando

completamente bem implementado na farmacia.

e Preparaciao de medicamentos manipulados
O medicamento manipulado surge como forma de resposta a necessidades especificas de
doentes individuais para os quais nao existe uma resposta adequada da industria. O Decreto-
Lei 95/2004 estabelece que o farmacéutico tem a responsabilidade de garantir a qualidade e a
seguranga das preparagoes farmacéuticas manipuladas nao sé no que diz respeito a dose de
substancia ativa, como também, da possibilidade de interagoes que comprometam a agao ou

a seguranga do medicamento.

¢ Team building traduz-se como “consolidagio da equipa” e diz respeito a uma serie de atividades com o objetivo
de fortalecer as relagoes interpessoais entre individuos de um mesmo grupo. Renova a motivagio dos
colaboradores e aumenta o espirito de equipa e de entreajuda elevando a produtividade. (Cambridge Dictionary,
2014)

” Além do custo monetério associado ao terminus do prazo de validade dos medicamentos e produtos de saude,
existe também um desperdicio de recursos. O “Sistema Semaforo” tenta ser objeto de beneficio mituo quer
para a farmacia quer para o utente. Desta forma, produtos de saiide e cosméticos cujo prazo de validade estava
a chegar ao fim eram assinalados com circulos de diferentes cores (vermelho, amarelo ou verde) consoante o
menor ou maior tempo restante do prazo de validade. A cada uma das cores era associada uma percentagem de
desconto o que permitia por um lado, diminuir o custo da farmacia devido ao ndo escoamento do stock e por
outro, aumentar a acessibilidade do utente a produtos de satide e cosmética. E muito importante enfatizar que
um produto so era elegivel para este sistema, enquanto fosse possivel o uso total do produto antes do prazo de
validade expirar-.



Durante o estagio tive oportunidade de acompanhar de modo participativo todo o circuito
do medicamento manipulado, desde a aquisicao de matérias-primas e materiais de embalagem,
validagao da prescricio (no caso de formulagoes magistrais), preparagio do medicamento
manipulado, procedimentos de registo e preenchimento de documentagao propria até a
dispensa informada do medicamento. Foi-me possivel a manipulagao de varios medicamentos,
sempre com supervisao e orientagao da farmacéutica responsavel: pomada de enxofre a 6%
(prescricio pediatrica com indicagdo para a sarna), pomada de Dermovate® e vaselina
salicilada, (prescrigao pediatrica com indicagao para a sarna), solugao alcoolica de acido borico
a saturacao (solucao antisséptica para aplicagao auricular), pomada de vaselina salicilada com

ureia (indicada para tratamento de lesGes queratinicas).

3.2.2. Ameacas

e Conjetura atual
Num periodo em que a economia mundial se encontrava em desaceleragao, a pandemia
provocada pelo virus SARS-Cov-2 veio contribuir grandemente para o agravamento das
previsoes econdémicas. (Ordem dos Economistas, 2020)
Na fase de crescimento pandémico exponencial, as medidas extraordinarias propostas pelo
plano de contingéncia vieram assegurar condi¢oes de seguranga e salide aos colaboradores
das farmacias, mas tiveram, como era expectavel, algumas repercussdes. Na FS, de modo a
mitigar o risco de contagio, o servico de determinagao de parametros bio-analiticos deixou
de ser realizado no periodo entre margo e maio de 2020. Durante o periodo de estagio
curricular estagio ja se realizavam estas determinagoes, respeitando todas as normas de
seguranga recomendadas pela Direcao Geral de Saidde (DGS). Notei, no entanto, uma
diminuigao acentuada do numero de determinagdes face ao que presenciei durante o estagio
de verao em julho de 2019, num periodo pré-pandemia. O dever de confinamento impos a
alteragao da rotina de alguns utentes que acabaram por “perder o habito” de se deslocar a
farmacia para monitorizar os seus niveis de glicémia ou pressao arterial. Receio que a menor
monitorizagao destes parametros se reflita num desconhecimento sobre a efetividade da
medicagao tomada e, portanto, num agravamento a curto/longo-prazo da situagao patologica
dos utentes.

e Alteracdes na entidade reguladora

O regime de comparticipagao tem como fungao aumentar a acessibilidade ao medicamento,

diminuindo o custo para o utente. Em Portugal consiste num regime de copagamento no qual



o utente paga uma percentagem de cada medicamento prescrito, sem fomentar a utilizagao
excessiva que a gratuitidade do medicamento geraria.

As alteragbes na percentagem de comparticipagdo e no preco dos medicamentos sao
constantes e, se algumas vezes sao quase insignificantes, noutras sao demasiado acentuadas. O
surgimento de um medicamento genérico é acompanhado pela diminui¢ao da comparticipagao
do medicamento de marca, o que provoca um aumento no prego (para o utente) de um
medicamento de marca e gera desconfianga. Esta situagao é exacerbada pela indicagao (muitas
vezes desatualizada) na prescricao sobre os encargos do utente. A falta de confianga causa
entropia e descentraliza o atendimento, dificulta o didlogo e coloca entraves na interagao com
o utente, o que é profundamente nefasto.

Outro exemplo da desconfianga gerada pelas alteragoes na entidade reguladora é abordado

no capitulo seguinte, Caso Pratico 3.

4. ANALISE DE CASOS PRATICOS
4.1. Caso Pratico |

A utente B. veio a farmacia em busca da solugao para o problema de pele do filho de 8 anos
(ndao presente na farmacia). Refere que o filho nunca tinha tido nenhuma patologia
dermatologica mas recentemente tinham surgido manchas vermelhas e descamativas na zona
dos joelhos e cotovelos. Lesoes de tal modo graves que implicaram uma visita ao médico que
recomendou a aplicagdo de “alguma hidrocortisona”. Aconselhei a aplicagio de Pandermil®
(MNSRM, hidrocortisona 10mg/g), duas a trés vezes por dia na zona das lesoes, durante um
periodo de 3 a 4 dias, seguida da aplicagio de Pandermil® misturado com creme hidratante.
Quando referi a importancia da hidratagao cutianea para que a fungao barreira da pele fosse
eficiente, a utente B. questionou se existia alguma pomada que pudesse aplicar de modo
continuo ou nos primeiros sinais de vermelhidao de modo a evitar a exacerbagao da situagao
e minimizar o desconforto.

Em conversa com a utente, tentamos chegar a melhor opgao hidratante para aquela crianga.
Em conjunto, escolhemos a opgao LipikarBaumeAP+® que tem na sua composi¢ao niacinamida
para acabar com o ciclo vicioso da comichao. Para limpeza aconselhei um creme lavante
relipidante, anti-irritagdo e anti-prurido, de modo a reduzir a secura cutianea excessiva e a
sensagao de repuxar. Aconselhei a preferir os duches em detrimento dos banhos de imersao,
a usar agua nao muito quente e a evitar a friccao da toalha preferindo secar com pancadinhas

leves.



4.2. Caso Pratico 2

Apos consulta com o pediatra, a Sra P. dirige-se a farmécia com prescrigao de Pantelmin® em
suspensao oral (MNSRM, mebendazol 20mg/mL), com a posologia de 2,5mL de 12/12h durante
3 dias. Referiu que, ja a saida do consultorio, o médico aconselhou a desparasitagao de toda a
familia e dos animais de estimagao, mas que nao sabia como proceder por ainda estar a
amamentar. Inquiri sobre a composicao do respetivo agregado familiar: quantos adultos,
quantas criangas e quais as suas idades, quais os animais de estimagao e respetivo peso.

Para os animais de estimacido aconselhei Drontal® comprimidos para cies e Drontal®
comprimidos para gatos, em doses adequadas ao peso dos animais. Para o marido recomendei
a toma de | comprimido de Pantelmin®, de 12/12h durante 3 dias.

Seguidamente, de modo a verificar a possibilidade da toma de Pantelmin® durante a
amamentagao, consultei o RCM do medicamento em questao. O RCM refere que nao se
conhece se o mebendazol é excretado no leite materno do ser humano e que o mebendazol
€ absorvido numa pequena extensao e que tem elevada percentagem de ligagao as proteinas
plasmaticas. (RCM Pantelmin, 2016) Pela elevada percentagem de ligagio as proteinas
plasmaticas pode inferir-se que a passagem para o leite materno nao acontece em quantidades
significativas. No entanto, para reforcar a seguranca no aconselhamento recorri
cumulativamente a ferramenta e-lactancia, que veio confirmar a minha linha de pensamento. A
baixa biodisponibilidade oral (<10%) implica uma concentragao plasmatica nula ou minima de
farmaco no lactente amamentado por maes tratadas, exceto em prematuros e recém-nascidos,
nos quais pode existir maior absorgao intestinal. Além disso, o mebendazol pertence a lista de
medicamentos essenciais da OMS 2002 e é compativel com a amamentagao. (e-lactancia
Mebendazol, 2021)

Com base nesta informacio, recomendei a toma de Pantelmin®, apesar de estar a amamentar.
Expliquei como proceder para que a toma do medicamento fosse desfasada da hora da
mamada e assim, o risco associado ao medicamento fosse minimizado.

Por exigir a toma de 6 comprimidos totalizando um periodo de tratamento de 3 dias, a mae
preferiu nao tomar desparasitante. Mesmo enfatizando a relevancia da toma conjunta de
desparasitantes por todos os elementos do agregado familiar e animais de estimagao, a utente
preferiu levar apenas o desparasitante para o filho, o marido e os animais de estimagao. De
notar que, apesar do aconselhamento farmacéutico, a decisao final é sempre do utente e deve

ser respeitada.



4.3. Caso Pratico 3

Uma utente imigrante, com residéncia em Portugal ha pouco tempo e aparentemente na casa
dos 50 anos, dirigiu-se a farmécia pedindo especificamente Telfast® 180 (180mg de cloridrato
de fexofenadina) por ser o anti-histaminico que tomava habitualmente. Perguntei quais os
sintomas que mais a incomodavam e qual a sua duragiao mas, como Telfast® 180 era um MSRM,
nao pude aceder ao seu pedido. Aconselhei uma alternativa terapéutica que achei adequada.
Como a utente se mostrou inflexivel quanto a toma de um medicamento alternativo,
aconselhei a procurar um médico para que avaliasse a situagao. Este cenario sucedeu-se duas
vezes.

Ainda durante o meu periodo de estagio, em meados de abril, ocorreu a alteragao da
classificacio do medicamento Telfast ©® 180 (180mg de cloridrato de fexofenadina) que passou
a ser classificado como MNSRM. Se, por um lado é 6timo por ser mais um medicamento que
o farmacéutico tem a disposicao no aconselhamento, por outro lado explicar a esta utente o
porqué de ja lhe puder ceder o medicamento, mesmo sem apresentacao de prescricao médica,

mostrou-se muito dificil.

4.4. Caso Pratico 4

Um utente que aparentava ter na casa dos 60 anos, do sexo masculino, dirige-se a farmacia,
através do servico pharmadrive para comprar Actifed® e umas pastilhas para a dor de garganta
(menciona ter preferéncia por Strepfen®, ou por “aquela mebocaina com anti-inflamatério”,
referindo-se 2 Mebocaina® Anti-Inflam).

Antes de aconselhar qualquer medicamento, questiono quanto aos sintomas que mais o
incomodam, qual a frequéncia e duragao dos mesmos. Refere auséncia de febre, cansago e
dores no corpo, garganta irritada sem dor ao engolir e corrimento nasal ha dois dias. Inquiri
ainda sobre a presenca de outras patologias, ao que indicou ter hipertensao arterial
ultimamente controlada.

Expliquei que o medicamento que referiu (Actifed®) tem na sua composicio cloridrato de
pseudoefedrina (vasoconstritor oral), e triprolidina (anti-histaminico HI). A pseudoefedrina
atua como descongestionante nasal porque, pelo seu efeito vasoconstritor, quando
administrado por via sistémica, diminui o edema da mucosa nasal. A vasoconstricao e os efeitos
simpaticomimético da pseudiefedrina podem contribuir para um aumento da pressao arterial,
tornando insegura a toma deste medicamento por este utente. A triprolidina é um anti-
histaminico H| potente de primeira geragao, e inibe competitiva e reversivelmente a histamina

por ligagdo ao recetor HI. E também um inibidor competitivo da acetilcolina na ligagio aos
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recetores muscarinicos pelo que a toma por pacientes hipertensos nao é recomendada.
(Protocolo de Dispensa Exclusiva em Farmdcia, 2017)

Por todas as razoes supracitadas e por ser preferivel iniciar um tratamento pela toma de
monofarmacos, aconselhei a toma de paracetamol 500mg de 8/8h para reduzir as dores e o
desconforto e, como nio apresentava dor ao engolir, recomendei a toma de Mebocaina® (sem
anti-inflamatorio) também de 8/8h. Aconselhei ainda a que, durante 2 a 3 dias, fosse feita
lavagem nasal com agua do mar hipertonica, para ajudar a diminuir as secregoes nasais.
Alertei o utente que, caso os sintomas nao melhorassem ou se surgissem novos sintomas apos

5 dias de tratamento deveria consultar um médico.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

O tempo de estagio na Farmacia Serrano foi um periodo de intensa aprendizagem e
crescimento pessoal e profissional, pelo que o balango é extremamente positivo, como se
observa pela prevaléncia de pontos fortes.

Verificar, na pratica, o impacto do aconselhamento e indicagao farmacéutica na prevengao da
doenga, e a melhoria da qualidade de vida dos utentes associada a passagem de informagao
critica para o uso racional do medicamento fez-me tomar consciéncia do real o impacto do
farmacéutico como especialista do medicamento, e promotor de salide e bem-estar.

Este estagio evidenciou a posicao privilegiada que o farmacéutico ocupa. A proximidade ao
utente permite contribuir ativamente para que os utentes retiram o maior beneficio
terapéutico dos seus tratamentos pelo uso de medicamentos. Vi que, fruto do trabalho
incansavel de geragdes anteriores, os utentes recorrem cada vez mais a farmacia para tratar
problemas de saide menores e que a confianga depositada no farmacéutico € notéria o que
se mostra muito desafiador e gratificante.

A exceléncia do exercicio profissional farmacéutico esta associada ao empenho, interesse e
acompanhamento permanente dos desenvolvimentos técnico-cientificos para que seja possivel
oferecer uma intervencgao farmacéutica de valor, cada vez mais centrada no utente e cuidados
de salde cada vez mais diferenciados. Os maiores ensinamentos foram, sem duvida, a empatia,

atualizagao permanente e a nao estagnacgao intelectual.
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I. NOTAINTRODUTORIA

O farmacéutico é um profissional polivalente e altamente qualificado, capaz de desempenhar
funcoes em todas as fases do circuito do medicamento. Quer numa vertente econdémica e
comercial de desenvolvimento do negocio quer numa vertente mais cientifica o farmacéutico
ocupa, na industria farmacéutica, posi¢oes de gestao de projetos, desenvolvimento de produto
(desenvolvimento analitico e de formulagao) passando pelo controlo e garantia da qualidade
sem esquecer os assuntos regulamentares.

O empenho no desenvolvimento de métodos cada vez mais robustos de controlo de qualidade
possibilita a obtengao de um produto acabado progressivamente mais credivel, com qualidade,
seguranca e eficacia aceitaveis. O controlo de qualidade é primordial na conquista da confianga,
solidez e credibilidade por profissionais de saude e consumidores.

O estagio que serviu de base a este relatério ocorreu no periodo de 3 de maio a 30 de julho
de 2021, sob a orientacao da Dra. Claudia Mota. Foi inserido no laboratério de controlo de
qualidade (LCQ), no departamento responsavel pela realizagao de estudos de estabilidade.
Este relatorio de estagio pretende ser um espelho da minha experiéncia enquanto estagiaria
nos Laboratérios Basi. Esta estruturado na forma de analise SWOT e tenta fazer uma avaliagao
retrospetiva e uma reflexao critica da adaptacao ao ambiente profissional e da aplicabilidade
dos conhecimentos adquiridos ao longo do plano curricular do Mestrado Integrado em

Ciéncias Farmacéuticas (MICF) na indlstria farmacéutica.

2. OS LABORATORIOS BASI

Os Laboratérios Basi sao parte integrante do Grupo FHC | Farmacéutica que desenvolve
atividade de comercializagao, registo e licenciamento no mercado internacional, estando
presente em 64 paises e 4 continentes. O Grupo FHC | Farmacéutica é constituido, no
momento, por 8 empresas que operam tanto a nivel da producao de medicamentos e produtos
de saude (Laboratérios Basi), distribuicao, logistica e promogao, (Laphysan, Empifarma,
Overpharma e FHC) como a nivel da consultoria e tecnologias de informagao (Phagecon,
Actradia e Zeone).

Duas unidades de produgao industrial dos Laboratérios Basi sao localizadas em Mortagua e
permitem a producio de formas farmacéuticas liquidas, semissolidas e injetaveis. Os
Laboratoérios Basi produzem injetaveis de pequeno e grande volume, géis, cremes e pomadas,
xaropes, solugoes e suspensoes orais, solugoes cutaneas e enemas, apresentando um portfélio
com mais de 240 produtos farmacéuticos registados. Apresentam medicamentos, dispositivos
médicos, suplementos alimentares e dermocosméticos como solugdes em |7 diferentes areas

terapéuticas e sao uma referéncia inquestionavel no setor.
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3. ANALISE SWOT
3.1. Analise Interna

3.1.1. Pontos Fortes

e Formacio inicial e formacao continua
De acordo com a politica interna dos Laboratérios BASI, todos os colaboradores tém um
plano de formagoes que devem cumprir. Este plano contempla varias formagoes iniciais e uma
visita a todas as instalagoes da empresa. Proporciona a formagao continua tanto para os
colaboradores mais recentes como para os mais antigos, incentivando assim a atualizagao
constante de conhecimentos.
No primeiro dia, presenciei diversas formag¢oes focadas na area das boas praticas de fabrico
(em inglés, Good Manufacturer Practices, GMP), farmacovigiancia e higiene e seguranga no
trabalho.
Devido aos perigos inerentes ao trabalho em laboratério e antes de iniciar uma vertente mais
pratica do estagio foi me aconselhada a leitura atenta de alguns procedimentos técnicos
operacionais sobre o modus operandi em caso de derrames de substancias acidas ou basicas,
calibragao e verificagao de equipamentos (potenciometro e balangas), registo de operagoes
em logbooks® e caderno de laboratério. Como o meu estagio estava alocado ao departamento
de estudos de estabilidade, foi-me ainda apresentada documentagao explicativa dos diferentes
tipos de estudos de estabilidade, condigoes de armazenamento e ensaios realizados em cada
tempo.
O conhecimento adquirido nestas formagoes facilitou o processo de compreensao e
adaptagao a estrutura organizacional dos Laboratérios Basi. Estas formagoes funcionaram
ainda como suporte tedrico para a execugao das atividades que me foram propostas durante
o periodo de estagio. Apesar de muitos dos conteudos terem sido ja alvo de estudo durante
o plano curricular do MICF, vé-los aplicados a realidade industrial foi muito revigorante e

proveitoso.

e Excelente ambiente de trabalho
Apesar do meu estagio curricular ser inserido no LCQ, no departamento responsavel pelos
estudos de estabilidade, e porque todos os elementos do laboratério trabalham para um

objetivo comum, fui contactando com colaboradores de diferentes areas. Tive imenso prazer

® Nos Laboratérios Basi cada colaborador é detentor de um caderno de laboratério no qual é responsavel por
registar, passo-a-passo, a execugao laboratorial das suas tarefas. Para melhor rastreabilidade das amostras e dos
procedimentos existe também um logbook associado a cada equipamento. Um logbook é um livro de registos de
laboratorio, no qual sdo registadas as utilizagdes de cada equipamento de modo a entender exatamente a amostra
analisada, a data de andlise e o analista responsavel.
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em trabalhar com cada um. Todos eles, tanto analistas como pessoal de higienizagao, me
receberam de modo afavel, preocupados com a minha integragao e bem-estar fomentando um

ambiente de trabalho agradavel.

e Adequacao do MICF a realidade profissional

O plano curricular do MICF oferece preparagao técnica, cientifica e laboratorial diversificada
que possibilita o desenvolvimento de capacidades diferenciadoras conferentes de vantagem
competitiva face a outros profissionais.

A formagao laboratorial de exceléncia proporcionada pela Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra possibilitou, desde cedo, a facil comunicagdo com analistas mais
experientes. Unidades curriculares como Métodos Instrumentais de Analise, Quimica Analitica
ou Tecnologia Farmacéutica, foram fundamentais para o fornecimento de conhecimentos
basilares importantissimos num laboratério analitico de industria farmacéutica.

Vivenciar, na primeira pessoa, a realidade profissional da industria permitiu a consolidagao dos
conhecimentos teoricos pré-existentes sendo o estigio quase um scale up de uma aula-
laboratorial. Verifiquei a aplicabilidade e o encadeamento logico das unidades curriculares a
medida que tive oportunidade de refazer atividades laboratoriais que tinham sido objeto de

estudo durante o plano curricular do MICF.

e Formacao académica diversificada e equipa multidisciplinar
O LCQ é constituido por uma equipa multidisciplinar que se complementa e completa,
constituida por colaboradores com formagao superior diferenciadora e especializada.
A complementaridade de conhecimentos em diversos dominios do saber é uma realidade bem
visivel e permite agrupar energias de forma a tornar o todo maior que a soma das partes,
referindo-me claro ao conhecimento de cada colaborador e sua aplicabilidade.
Uma equipa multidisciplinar facilita a troca de informagao e melhora o desempenho. Quando
um desafio é enfrentado por colaboradores com diferente know-how torna-se mais facil
resolvé-lo.
Por ser conhecida a minha formagao académica, muitas vezes fui questionada sobre o
mecanismo de acao, modo de administracdo ou possiveis efeitos secundarios de um
determinado medicamento, algo que compartilhava com orgulho farmacéutico. Enquanto isso,
os analistas mais experientes enfatizavam pequenos pormenores, muitas vezes nao explicitos
no protocolo analitico, importantes para melhorar a qualidade de determinada anilise,

existindo uma troca de saberes interessante e enriquecedora.
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e  Autonomia gradual na execuc¢do de tarefas
O primeiro contacto com a realidade profissional é quase sempre caracterizado por um
periodo de incerteza como consequéncia da pouca experiéncia.
Se, por um lado, a disponibilidade e prontidao no esclarecimento de duvidas incentivaram a
minha autonomia e andlise critica, por outro a partilha de conhecimentos e experiéncias foi
constante e essencial para interiorizar procedimentos de funcionamento do laboratério.
As exigéncias de qualidade adotadas pela empresa ditam que todas as analises devem ser
realizadas por analistas qualificados, havendo um processo de qualificagao gradual interno. Por
este motivo, e porque na qualidade nao podem existir facilitismos, a execugao de algumas
tarefas de forma totalmente autbnoma nao era permitida. Ainda assim, senti que me foi dada
toda a autonomia possivel. As tarefas propostas eram realizadas com a supervisao de analistas
mais experientes e sempre que possivel, eram sugeridas oportunidades de melhoria. A garantia
de que os resultados obtidos eram confidveis revelou que, efetivamente, o trabalho por mim
desenvolvido constituia um contributo para a empresa.
A multiplicidade de tarefas realizadas permitiu-me participar diretamente nas atividades
rotineiras da organizacao, e a autonomia que me foi concedida estimulou consideravelmente
a minha proatividade e espirito de iniciativa, contribuindo em muito para o meu

desenvolvimento profissional.

e Integracdo e sensacao de pertenca
Toda a experiéncia e conhecimento técnico-cientifico dos colaboradores poderia ser um
entrave a aproximagao de uma estagiaria. Nao foi o que senti. A minha vontade de aprender
e o espirito critico sempre foram correspondidas e apoiadas. A forma simples, mas nao
simplista como foram respondidas todas as minhas questoes e a informalidade de linguagem
surpreenderam-me positivamente desde o primeiro momento.
A cordialidade dos analistas mais experientes aproxima os novos colaboradores tornando
simples, agradavel e intuitiva a integragao nesta equipa de trabalho. A equipa é de tal forma
coesa que a sensagao de pertenca se torna inevitavel.
A vontade de pertencer, de facto, a equipa aumenta com o passar dos dias. No meu caso
concretizou-se. Hoje posso também dizer orgulhosamente que pertengo a equipa do LCQ

dos Laboratorios Basi.
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3.1.2. Pontos Fracos

e  Conhecimentos praticos de HPLC limitados

O departamento responsavel pelos estudos de estabilidade esta subdividido em duas secgoes:
numa sao realizadas analises de quimica classica noutra sao realizadas analises de identificagao
e doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography, HPLC’).

Tive oportunidade de estagiar em ambas as secgoes sendo muito superior o periodo de estagio
na sec¢ao das andlises de identificagado e doseamento do principio ativo, produtos de
degradagao e conservantes por HPLC.

Apesar da excelente formagao laboratorial acima explanada, deparei-me com algumas
dificuldades no manuseamento do HPLC. Bem sei que o MICF procura fornecer os
conhecimentos base em diferentes vertentes e dotar os seus estudantes de métodos e
ferramentas que possibilitam a busca individual pelo conhecimento, algo que consegue com
sucesso. Além disso, uma analise completa por HPLC implica a realizagado de um nUmero
elevado de passos, mais ou menos complexos e muitas vezes morosos que dificilmente seriam
exequiveis em contexto académico. Todavia, e embora os conceitos tedricos (tampao e fase
movel, afinidade pela coluna, inversao da coluna, tempo de retengao, area sob a curva, por
exemplo) fossem um dado adquirido, processos como alteragao da coluna, preparagao da
solugio SST'® (System Suitability Test ou, em portugués, Teste de Adequabilidade do Sistema)

ou purga dos canais e do injetor mostraram-se mais complexos.

3.2. Analise Externa

3.2.1. Oportunidades

e Complementaridade entre estagios
Durante o estagio em farmacia comunitaria pude perceber a importancia do medicamento, do
seu aconselhamento e indicagao farmacéutica como objeto de resolugao de problemas de
saude menores. Tomei consciéncia do impacto do farmacéutico na sociedade, como

profissional de saude especialista do medicamento.

? O HPLC é um método cromatogrifico que permite a separagio, identificagio e quantificagio de componentes
presentes em qualquer amostra passivel de dissolver um liquido. Permite identificar compostos em concentragoes
minimas. (Waters, 2021)

' A composicio do System Suitability Test varia consoante a composi¢io da amostra a ser analisada. Contém,
normalmente, nao sé o analito a dosear, mas todos os componentes do produto acabado que possam interferir
na analise. O objetivo é testar a performance do equipamento de HPLC e verificar o cumprimento dos pré-
requisitos descritos no método analitico como simetria dos picos ou resolugio.
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Durante o estagio no LCQ, pude perceber uma outra faceta do medicamento. Tive
oportunidade de acompanhar todo o circuito do medicamento, todas as andlises e passos
respeitados para que o produto acabado seja detentor da qualidade necessaria. A
oportunidade de verificar, presencialmente, o cumprimento do que imaginava serem os testes
de controlo de qualidade deu-me ainda mais confian¢a nos produtos, na sua qualidade e
segurancga. Presenciar a analise completa de produtos de elevada rotagao na farmacia como
géis topicos de diclofenac ou suspensoes orais de ibuprofeno, por exemplo, foi extremamente
enriquecedor dando-me uma visao mais abrangente do medicamento e do seu circuito.

A produgao de injetaveis de pequeno e grande volume, viabilizou o contacto com
medicamentos injetaveis de uso hospitalar como furosemida, ou metoclopramida injetavel, que
de outra forma teria sido impossivel, contribuindo para a minha formagao como profissional

de saude e tornando o meu estagio ainda mais completo.

e  Formas farmacéuticas diversificadas e multiplicidade de tarefas
Nos Laboratérios Basi sio produzidas de formas farmacéuticas liquidas, semissolidas e
injetaveis nao s6 de medicamentos, mas também dispositivos meédicos, suplementos
alimentares e dermocosméticos. O contacto com diversos produtos e formas farmacéuticas
produzidas permitiu tornar o meu espetro de conhecimento muito mais abrangente. Além dos
produtos comercializados em Portugal, familiarizei-me com produtos utilizados no mercado
Americano, Asiatico e Africano em paises para os quais os Laboratorios Basi exportam, o que
agucou a minha curiosidade sobre a influéncia do contexto sociocultural e econémico na toma
de medicamentos.
As especificidades de cada forma farmacéutica conduzem a formas de andlise muito distintas
0 que tornou o meu estagio muito estimulante e nada monotono. Tive oportunidade de fazer
andlises tao distintas como identificagao e doseamento do principio ativo, conservantes e
produtos de degradagao por técnicas de HPLC, estudo da densidade, pH, penetrometria
(apenas caso das formas farmacéuticas semissolidas) e redispersibilidade o que me permitiu
um melhor conhecimento dos produtos e das técnicas analiticas.
Acompanhar estudos de estabilidade em uso e perceber que simulam, de facto, a utilizagao
real do produto aumentou a minha confianga nos mesmos, na sua qualidade, seguranca e
eficacia.

° Interacao e colaboracao entre departamentos do LCQ
A dimensao e complexidade dos processos na industria farmacéutica exige a interligagao e

correlagao de todos os departamentos que a constituem para que exista uma atividade
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organizada, coordenada e planeada. Todos os departamentos e colaboradores sao
interdependentes mantendo-se em contacto e interagao constantes.

Nos Laboratoérios Basi, diversos departamentos (estudos de estabilidade, andlise de matérias-
primas, analise do produto acabado, validagao e desenvolvimento do método analitico e analise
de injetaveis de pequeno e grande volume) estao situados no mesmo LCQ. Esta organizagao
espacial proxima permite uma facil interagao entre os diversos setores, possibilitando a jungao
de analises similares e a partilha de equipamentos e reagentes. Permitiu-me também, enquanto
estagiaria, ter uma nogao generalizada do processo de qualidade e das anilises realizadas

noutros setores, nao ficando restringida ao departamento de estudos de estabilidade.

e Colaboraciao entre producio, LCQ e gestiao de qualidade
A completa interligagao dos diversos departamentos da organizagao, mas ao mesmo tempo a
sua separagao e autonomia, permitem simultaneamente a completa isengao de cada uma das
etapas e o estreito conhecimento sobre o processo de producao completo, desde a mistura
das matérias-primas até ao produto acabado passando obviamente pelo controlo de qualidade
e nao esquecendo o acompanhamento regulamentar que esta sempre presente. O controlo
de qualidade esta envolvido em todas as etapas de produgao, permitindo gerar dados que
auxiliam nas tomadas de decisoes na indUstria. A estreita colaboragao entre produgao, LCQ
e a equipa de suporte técnico e gestao de qualidade facilitou o contacto e envolvimento em
diversas fungoes que compoem a rotina quotidiana da industria, dando-me uma visao mais
ampliada da industria como organismo supercomplexo interdepende. Permitiu-me entender,

na pratica, a abrangéncia da profissao farmacéutica.

3.2.2. Ameacas

¢ Necessidade de transporte proprio para deslocacao
A dependéncia de transporte privado por auséncia de transporte publico alternativo infere um
custo consideravel na deslocagao para o local de estagio, se tivermos em conta que um
estagiario normalmente nao tem rendimentos, mesmo sabendo que a empresa, ajuda a mitigar
este problema oferecendo a alimentagao, a qual agradeco.
A minha vontade de estagiar nos Laboratérios Basi superou largamente o esfor¢o econémico,
no entanto acredito que, para futuros colegas, a auséncia de transporte publico possa ser um

entrave a considerar.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O estagio curricular nos Laboratérios Basi constituiu o meu primeiro contacto com o setor e
mostrou-se uma experiéncia bastante positiva e estimulante que enriqueceu e solidificou os
conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do MICF.

O acesso a indUstria farmacéutica deu-me uma visao mais alargada e completa da sua dindmica,
estrutura e organizacao. A abrangéncia do processo de fabrico de medicamentos e produtos
de salde faz do farmacéutico uma peca fulcral na industria farmacéutica por possuir
capacidades e competéncias que possibilitam a sua intervengao em qualquer etapa.

Pude verificar o cumprimento do que imaginava serem os testes de controlo de qualidade o
que contribuiu para o aumento da confianga nos produtos, na sua qualidade e seguranca.

A prevaléncia de pontos fortes corrobora o balango extremamente positivo do meu estagio
nos Laboratorios Basi. Foi um periodo de intensa aprendizagem e crescimento, que potenciou
o desenvolvimento de competéncias diferenciadoras e de relevancia inquestionavel como o

espirito critico, a proatividade e a responsabilidade.
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LISTA DE ACRONIMOS E SIGLAS

Ang2 Angiopep-2
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I. RESUMO

O estudo de estratégias que permitam a administragao direcionada de agentes terapéuticos
tem sido uma constante, nao s6 para aumentar a sua biodisponibilidade no tecido-alvo, como
também para tentar minimizar os efeitos adversos. Nos ultimos anos, o uso de sistemas de
nanobolhas combinados com ultrassons (US) para administragao de firmacos e genes tem
vindo a ganhar cada vez mais atengao devido ao seu caracter nao invasivo, aplicabilidade local
e seguranga comprovada. O tamanho reduzido das nanobolhas permite o seu extravasamento
dos vasos sanguineos para os tecidos circundantes e a libertacio especifica do agente
terapéutico, previamente incorporado nas estruturas das bolhas ou adsorvido a sua superficie.
Esta monografia pretende descrever, ainda que de forma nao exaustiva, os diferentes
constituintes do nlcleo e camada externa da nanobolha, bem como os seus métodos de
produgao e estratégias de formulagao. O objetivo é explorar a versatilidade estrutural das
nanobolhas, as suas propriedades e aplicagoes como estratégia para administragao de agentes
terapéuticos com varios pesos moleculares e propriedades fisico-quimicas distintas: farmacos
antineoplasicos, acidos nucleicos ou oxigénio, entre outros.

O desenvolvimento de nanobolhas constitui assim uma estratégia nao viral promissora para
administragao especifica de material genético, protegendo-o da degradaciao enzimatica. As
nanobolhas tém adicionalmente demonstrado melhorar a absorcio celular de farmacos
antineoplasicos e apresentam-se como um transportador eficiente que contribui para o
aumento da eficdcia terapéutica e para a minimizagao dos efeitos adversos. Com base nestas
evidéncias, é expectavel que as nanobolhas venham a desempenhar um papel primordial em

futuras aplicagoes da nanomedicina.

Palavras chave: nanobolhas, administragao de terapéutica direcionada, ultrassons, nucleo

£asS0so, camada externa.
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2. ABSTRACT

Research into strategies that allow targeted delivery of therapeutics is a constant, not only to
increase their bioavailability in the target tissue, but also to try to minimize adverse effects. In
recent years, the use of combined ultrasound nanobubble systems for drug and gene delivery
has gained increasing attention. The reduced size of nanobubbles allows their extravasation
from blood vessels into surrounding tissues and the specific release of the therapeutic agent
previously associated within the bubble structures or adsorbed on their surface. The use of
ultrasound is useful due to its non-invasive nature, local applicability and safety. This
monograph envisions to describe, in a non-exhaustive way, the different components of the
core-shell structure of the nanobubble, as well as the methods used to fabricate them. The
aim is to explore the structural versatility of nanobubbles, their properties and applications as
a therapeutic strategy for the delivery of therapeutic agents with different molecular weights
and physicochemical properties: genes, chemotherapeutic drugs, oxygen, among others.

The development of nanobubbles is thus a promising non-viral strategy for specific delivery of
genetic material, protecting it from enzymatic degradation. Nanobubbles have additionally
been shown to improve the cellular uptake of chemotherapeutic drugs and present themselves
as an efficient carrier that contributes to increasing therapeutic efficacy and minimizing adverse
effects. Based on this evidence, it is expected that nanobubbles will play an important role in

future applications of nanomedicine.

Keywords: nanobubbles, targeted therapeutic delivery, ultrasound, gas core, shell.
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3. NOTA INTRODUTORIA

As microbolhas (MBs) sao emulsoes gas-liquido constituidas por um nucleo gasoso revestido
por um involucro e tém normalmente um tamanho inferior a 8 ym. O nlcleo gasoso é
geralmente composto por ar, azoto ou hexafluoreto de enxofre (SF;) enquanto o involucro
pode ter na sua constituicao lipidos, polimeros ou proteinas (por exemplo, albumina). Quando
combinadas com a cavitagao por ultrassons (US), as MBs sao adequadas ao tratamento
antitumoral, terapia génica ou terapia medicamentosa. (Liu et al, 2017) Uma grande
desvantagem das microbolhas como sistema de administragao de farmacos é o seu tamanho
relativamente grande (I-10um) que impede o seu extravasamento passivo com consequente
acumulagao no espago perivascular. Para que seja possivel o extravasamento dos vasos
sanguineos e acumulagao nos tecidos circundantes e tecidos alvo é necessario que seja aplicado
um método ativo como US, por exemplo. (Cavalli, Soster e Argenziano, 2016; Liu et al., 2017)
Na injegao intravenosa, as microbolhas circulam exclusivamente na corrente sanguinea, sendo
particularmente adequadas para a imagem molecular e administracao de farmacos para alvos
endoteliais e cardiovasculares. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020; Geers et al, 2012) Para
contornar esta limitagao surgem nanoformulacées como os lipossomas, as micelas e as
nanobolhas.

Ha ja cerca de vinte anos que se tem especulado sobre a existéncia de nanobolhas. A primeira
imagem de nanobolhas foi obtida em 2000; no entanto, a sua caracterizagao experimental
permanece uma tarefa ardua. (Che e Theodorakis, 2017) Estes nanossistemas foram
originalmente projetados como agentes de contraste e s6 recentemente foi estudada a sua
capacidade de administragao de firmacos e genes. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020; Eva et al.,
201 1) Devido ao seu tamanho inferior a |ym, as nanobolhas tém capacidade de penetrar nas
camadas profundas do tecido, constituindo sistemas de libertagao de farmaco desencadeada
por US extravasando a corrente sanguinea. (Cavalli, Soster e Argenziano, 2016; Endo-

Takahashi e Negishi, 2020; Zhao et al., 2013)

4. NANOBOLHAS

Com um tamanho tipicamente inferior a 700nm, as nanobolhas (NBs), também denominadas
de “bolhas ultrafinas”, sao nanocavidades gasosas com uma estrutura esférica nucleo-invélucro
que podem existir a superficie, na interface ou dispersas numa fase liquida. (Michailidi et al.,
2019). O intervalo de tamanhos ainda nao se encontra bem estabelecido; no entanto,
considera-se um tamanho tipico compreendido entre | e 1000nm, contrastando com os

tamanhos consideravelmente superiores das microbolhas. (Thi Phan et al., 2020)
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Formulagoes de nanobolhas sao administradas por injegao intravenosa, ultrapassando varias
barreiras biologicas até que o farmaco se acumule no tecido alvo. (Fang, Nakamura e Maeda,
2011) Além da capacidade de extravasamento, outras vantagens deste sistema de
administragao de farmacos sio a maior estabilidade e tempo de residéncia na circulagao
sanguinea mais prolongado das NBs em relagao as MBs. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013)

Viarios sao os métodos associados ao uso de nanobolhas como estratégia para administragao
de terapéutica direcionada, com o objetivo comum de facilitar o extravasamento de farmaco
e a sua absorgao no tecido-alvo. (Presset et al., 2020) Quer devido a presenga de anticorpos
ligados a superficie da nanobolha (Fang, Nakamura e Maeda, 201 1) ou como consequéncia do
efeito de permeabilidade e retengao aumentadas (do inglés, enhanced permeability and petention
effect, EPR), as nanobolhas podem ser transferidas dos vasos sanguineos para os tecidos
circunvizinhos, sendo visualizadas por US apds a acumulagao no tecido tumoral. (Liu et al.,
2017) As nanobolhas podem ainda ser coadministradas com uma solugao de farmaco ou pode
ser associado um farmaco dentro da estrutura da bolha. Funcionam como nucleos de cavitacao
para sonoporagao induzida por US, formando poros transitorios nas membranas plasmaticas
que contribuem para o aumento da permeabilidade celular e aumento da absorgao intracelular
de farmacos. Através destas estratégias consegue-se uma administragao direcionada para
tecidos especificos, recorrendo a ultrassonografia em tempo real para visualizar tanto a

entrega como a libertagao do composto carregado. (Kim et al.,, 2010)

5. TERAPEUTICA DIRECIONADA

Apesar do numero crescente de firmacos e do desenvolvimento de novas terapias
direcionadas, as alternativas terapéuticas para determinadas patologias sao ainda muito
reduzidas e dispendiosas. A distribuicao inespecifica de farmacos, devido as suas propriedades
fisico-quimicas ou caracteristicas da formulagao e a presenca de barreiras fisioldgicas
constituem os principais obstaculos da administragio de agentes terapéuticos. Barreiras
endoteliais e a barreira hematoencefélica limitam o extravasamento do farmaco do endotélio
(compartimento intravascular) para os tecidos (compartimento extravascular), além de que a
maioria dos farmacos induz efeitos adversos significativos em tecidos saudaveis. Assim, de
modo a oferecer tratamentos eficientes e seguros tem-se investido no estudo da
administragao de terapéutica direcionada. Os objetivos sao, por um lado, aumentar a
biodisponibilidade do farmaco especificamente em tecidos alvo e, por outro, diminuir os
efeitos colaterais pela minimizagao de farmaco em circulagao. (Presset et al., 2020). Pode ser
benéfico destruir uma porgao da populagao celular e, simultaneamente, administrar farmaco

as células vidveis restantes (por exemplo, na entrega de firmacos citostaticos a células
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cancerigenas) ou ter como finalidade a administragao intracelular eficaz de farmaco com morte
celular minima. (Burgess e Porter, 2019)

A administragao de terapéutica direcionada pode ser conseguida de forma passiva, segundo a
qual o agente terapéutico esta incorporado num nanossistema que atinge passivamente o
orgao alvo, ou de forma ativa em que o sistema transportador é conjugado com um ligando
especifico que reconhece o recetor-alvo especifico da célula e sobrexpresso no tecido alvo.
(Cavalli, Bisazza e Lembo, 201 3; Cavalli, Soster e Argenziano, 2016)

Nos ultimos anos, o uso potencial de sistemas de micro e nanobolhas combinados com os US
para administragao de farmacos e genes tem vindo a ganhar cada vez mais atengao devido ao
caracter nao invasivo, aplicabilidade local e seguranga comprovada (Cavalli, Bisazza e Lembo,
2013), para além das carateristicas de administragao direcionada, alta eficiéncia de transfecao
e tolerabilidade. Dentre os diversos tipos de nanobolhas, os lipossomas, tém atraido mais a
atengao por serem sensiveis a temperatura e aos US (também chamados de ecogénicos ou

sonossensiveis). (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013)

6. ESTRUTURA E COMPOSIGCAO DAS NANOBOLHAS

A composicio da nanobolha deve privilegiar substincias seguras, biocompativeis,
biodegradaveis e devidamente regulamentadas. A sua fungao varia de acordo com as
propriedades fisico-quimicas do material da camada externa; no entanto, tanto o material de
superficie como o conteudo podem ser alterados de modo a conferir um tempo de semivida
apropriado ou grupos funcionais especificos que permitam a ligagdo a um local-alvo do
organismo. (Park et al., 2020) A composicao da camada externa e dos tensioativos assumem
um papel fulcral na estabilidade das nanobolhas. (Khan et al,, 2019) Alguns exemplos destes

constituintes sao ilustrados na Figura |.

CAMADA EXTERNA

W AP E

¢ Lipidos
DSPC, DPPC, DMPC, DLPC
*  Polimeros
PLGA, PEG, Pluronics, Quitosano, Dextrano
¢ Proteinas e Péptidos
Albumina, Avidina, Biotina, EphA2, Ang2
* Tensioativos
Monoestearato de Sorbitano, Polissorbatos

NUCLEO
...... +. - Perfluorebutane (PFB) - GASOSO
...... +Perfluoropentano (PFP).
...... + 2 Perfluorohexano (PFH)

- s Hexafluoreto de enxofre

Figura I: Representagdo esquemadtica da estrutura e composi¢do de uma nanobolha. Adaptada de (Cavalli, Soster e Argenziano, 2016)
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6.1. Camada externa

Apesar de nao ser um constituinte essencial na formagao de bolhas, a composigao, espessura
e elasticidade da camada externa afeta as trocas gasosas realizadas entre a nanobolha e o meio
externo. Pode ter uma influéncia consideravel sobre o tempo de semi-vida das nanobolhas e,
consequentemente, na estabilidade da nanobolha. (Park et al., 2020) E normalmente constituida
por tensioativos, proteinas, lipidos ou polimeros para aumento da estabilidade, evitando a
perda de gas, dissolugao e coalescéncia de bolhas. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020)

A resposta das nanobolhas a estimulos acusticos, como os US, varia de acordo com as
propriedades viscoelasticas da camada externa, influenciando a sua eficiéncia como sistema de
transporte de fairmacos, pelo que a libertagio de farmaco pode ficar comprometida. Por
cavitagao, o stress mecanico provocado pela rapida contragao e expansao da bolha, pode
enfraquecer o involucro da bolha, levando-a a sua rutura. Por um lado, camadas externas
muito delicadas nao impedem a difusio de gas para fora da bolha e sao facilmente
desestruturadas por pequenas variagoes de pressao. Por outro lado, camadas externas
demasiado rigidas perdem a capacidade oscilatéria, diminuindo o efeito ecogénico, ou seja, a

capacidade de resposta acustica aquando da irradiagao por US.

6.1.1. Lipidos

Lipidos sao um conjunto amplo de substancias biocompativeis e biodegradaveis onde se
incluem, por exemplo os fosfolipidos. (Fahy et al., 2009) Os fosfolipidos sao constituidos por
cadeias hidrofobicas e grupos principais hidrofilicos, o que lhes confere a capacidade de se
“auto-organizarem”. Quando em contacto com um solvente e na presenga de tensioativos, os
fosfolipidos organizam-se em torno do gas hidrofébico, presente no nucleo, criando bolhas.
Assim, as caudas hidrofdbicas insoliveis em agua estaio em contato com o nucleo gasoso
enquanto as cabecas de fosfato hidrofilicas e polares interagem com o ambiente aquoso
externo. Esses tensioativos determinam, por exemplo, o tamanho e o potencial zeta das
particulas. (Khan et al,, 2019)

Quando a camada externa contém fosfolipidos adquire propriedades mais elasticas, variando
a estabilidade da nanobolha, em fungao do comprimento da cadeia do lipido e do seu grau de
saturacao ou insaturacao. O aumento do numero de atomos de carbono da cadeia do
fosfolipido leva a uma diminuigao da tensao superficial, a0 aumento da resisténcia a penetragao
de gas e ao aumento da viscosidade, o que resulta em bolhas mais robustas, menos ecogénicas
e menos esféricas (portanto, cadeias mais curtas formam bolhas mais esféricas). Os lipidos

saturados sao mais estaveis do que os insaturados. Os lipidos mais frequentemente usados

35



sao lipidos saturados de longa cadeia como, por exemplo: |,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DSPC), |,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato (DPPA) ou 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC). (Hettiarachchi et al., 2007)

6.1.2. Polimeros

Uma forma de aumentar a resisténcia de bolhas baseadas numa monocamada de fosfolipidos
consiste na adigao de polimeros a formulagao. Um involucro polimérico dificulta a difusao do
gas nuclear, aumenta a estabilidade do sistema de nanobolhas e o seu tempo de vida util. Além
disso, favorece a vetorizacao de terapéutica por permitir a inclusao de ligandos especificos na
superficie da bolha e a incorporagao de maiores quantidades de farmaco. (Cavalli, Bisazza e
Lembo, 2013)

Os polimeros mais comumente utilizados sao poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA),
policaprolactona (PCL), polietilenoglicol (PEG), Pluronic e polissacarideos como quitosano e
os seus derivados e dextrano.

A reticulagio'', quimica ou fisica, da camada externa surge como forma de permitir a produgao
de sistemas de nanobolhas estaveis na presenga de US. A reticulagao quimica de cadeias
poliméricas confere elasticidade e estabilidade as bolhas poliméricas. (Cavalli, Soster e

Argenziano, 2016)

6.1.3. Proteinas

Ao utilizar bolhas como metodologia para administragao direcionada de farmacos e/ou acidos
nucleicos, interessa garantir uma elevada afinidade para locais-alvo. Através, por exemplo, da
modificacdo com anticorpos é conseguida uma acumulagio de bolhas no local-alvo,
aumentando a eficiéncia da administragao sistémica por meio de US. (Endo-Takahashi e
Negishi, 2020)

Um método de desenvolvimento de bolhas modificadas por anticorpos foi a interagao avidina-
biotina. Introduzir, no invélucro da bolha, um fosfolipido com um grupo PEG-biotina contribui
para a formagao de bolhas revestidas com lipido biotinilado. Estas bolhas contendo biotina
podem ser posteriormente incubadas com avidina que permite a fixagao subsequente de
nanoparticulas biotiniladas (contendo farmaco). Apesar da simplicidade, a aplicagao in vivo do

método é limitada devido a imunogenicidade da avidina em humanos. (Geers et al., 2012)

"' O fenémeno de reticulagio polimérica caracteriza-se pela produgio de polimeros tridimensionais a partir de
moléculas lineares. Polimeros de cadeia linear ou ramificada si3o interligados por ligagdes covalentes, por
processos de crosslinking ou reticulagao, com consequente aumento de rigidez.
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Tém sido também investigados péptidos que se liguem especificamente a locais alvo para a
modificagao das bolhas. Foram desenvolvidas, com sucesso, formulagoes de nanobolhas
modificadas com péptidos que se ligam ao recetor hepatocelular envolvido na sintese de
eritropoietina A2 (EphA2) em células tumorais, (Xie et al, 2015) ao recetor 2 do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR2) de endotélio tumoral, (Pillai et al., 2010) a integrina
das células endoteliais, (Yan et al., 2015) entre outros. Foram também preparadas nanobolhas
modificadas com Angiopep-2 (Ang2) ou Ang2 combinado com PEG de curta e longa cadeia.
Ang2 é um péptido importante na administragao direcionada de farmacos, genes ou outros
péptidos por apresentar capacidade de ligagao a tecidos cerebrais. (Endo-Takahashi e Negishi,
2020)

E relevante salientar que, apesar de presentes em diversas aplicacbes biomédicas e
biotecnologicas, as proteinas sofrem processos de oxidagao e desnaturagao térmica que
aumentam a sua instabilidade quando armazenadas a longo prazo. As proteinas podem
simplesmente perder a sua atividade ou, em alguns casos, formar grandes agregados capazes
de desencadear resposta imunolodgica, diminuindo a eficacia a longo prazo, com potencial risco
para o utente. O foco tem sido o desenvolvimento de formulagdes com proteinas com um

maior tempo de armazenamento. (Bull et al., 2019)

6.1.4. Tensioativos

Existem varias estratégias para aumentar a estabilidade das nanobolhas, nomeadamente a
presenca de tensioativos na interface gas-liquido, a redugao da diferenga de pressao de Laplace,
limitagao da difusao do gas e controlo da estrutura interfacial. (Kwan e Borden, 2012) Bolhas
de tamanho nanométrico podem permanecer estaveis se contiverem uma Ppropor¢ao
adequada de tensioativos na camada externa. (Khan et al., 2019)

A camada externa da bolha aplica pressao, tensao superficial, no nlcleo gasoso, afetando a
estabilidade da bolha. A medida que o raio da bolha diminui, a diferenga de pressio dentro e
fora da bolha aumenta, o que causa um aumento da tensao superficial destabilizando a bolha.
A adicao de tensioativos a formulagao forma uma monocamada molecular na interface que
diminui a tensao interfacial e limita a diferenga de pressao entre o interior e o exterior de uma
bolha. (Kwan e Borden, 2012) O tipo de componentes utilizados (tensioativos ou polimeros)
fazem variar a tensao interfacial e a carga, a flexibilidade, a hidrofobicidade e estrutura
molecular. O uso de pares de tensioativos, também denominados co-surfactantes, possibilita
um efeito sinérgico de tensioativos, melhorando as caracteristicas da nanobolha pela redugao
da tensao interfacial. A capacidade de interagio e, portanto, eficiéncia dos tensioativos

depende nao so6 da sua afinidade para o meio, mas também do tamanho da sua cadeia alquilica.
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Quanto mais longa a cadeia, maiores serao as forcas de atragio de Van der Waals,
promovendo uma coesao e compactagao de cadeias mais fortes e, portanto, maior estabilidade
da bolha. Alguns tensioativos comumente utilizados sio o monoestearato de sorbitano (Span®

60), e polissorbatos (Tween®). (Su et al., 2021)

6.2. Nucleo gasoso

A solubilidade do gas presente no nucleo gasoso da nanobolha desempenha um papel essencial
na sua estabilidade, devido a sua interagio com o solvente do meio externo. E natural que
bolhas de ar simples se dissolvam muito rapidamente no sangue como consequéncia da
pressao de Laplace e do metabolismo do oxigénio. No entanto, o encapsulamento de gases
insoluveis na agua permite reduzir a taxa de dissolugao do gas interno das nanobolhas, de
modo a aumentar o tempo de meia-vida da nanobolha.

Uma estratégia adotada para projetar nanobolhas com maior longevidade envolve o uso de
um gas inerte com muito baixa solubilidade aquosa, como perfluorocarbonos (PFCs), para a
composicao do nucleo gasoso.

Os PFCs, por exemplo, perfluorobutano (PFB), perfluoropentano (PFP) ou perfluorohexano
(PFH), sao compostos de fllor seguros para o corpo humano. A estabilidade e inércia quimica
e biologica destes compostos é explicada pela presenca de ligagoes intramoleculares C-C e
C-F fortes que contrastam com as interagoes intermoleculares muito fracas. PFCs liquidos,
tais como os gases, apresentam uma coesividade intermolecular muito baixa que se reflete em
pressoes de vapor mais altas (em relagao ao peso molecular), baixas tensoes superficiais e
solubilidade reduzida em agua. (Krafft e Riess, 2007; Rossi, Waton e Krafft, 2012)
Aparentemente, estes gases sao os Unicos que combinam baixos coeficientes de Ostwald (um
baixo coeficiente de particao entre a fase gasosa e solugao aquosa), pressdes de vapor
saturado relativamente altas e sao biologicamente inertes razao pela qual sao amplamente
utilizados no fornecimento de oxigénio por meio de injecao intravenosa, para administragao
de farmacos e em varios ensaios clinicos. (Park et al., 2020)

O tipo de fase gasosa pode atuar como co-tensioativo na interface, afetando as propriedades
da bolha. Quando as moléculas de fluorocarbono sao adsorvidas na superficie de DPPC, ambos
os compostos interagem através de forgas de atragao fazendo diminuir as forgas de interagao
mutua entre as moléculas de DPPC. Assim, a co-adsorgao faz variar a tensao superficial,
levando a uma fluidificagdo da monocamada na interface. (Krafft, Fainerman e Miller, 2015)

Quando o PFH esta presente na fase gasosa, a velocidade de adsorgao de alguns fosfolipidos

(dilaurilfosfatidilcolina (DLPC), DMPC e DPPC) aumenta. (Krafft, Fainerman e Miller, 2015)
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6.3. Estratégias para administracao de terapéutica

Nanobolhas com diversos tipos de estrutura tém sido especificamente desenvolvidas para
acomodar moléculas com varios pesos moleculares e propriedades fisico-quimicas distintas.
Tanto compostos gasosos como micro ou macromoléculas lipo ou hidrofilicas podem ser
associadas dentro das estruturas das bolhas ou adsorvidas na sua superficie (Figura 2A),
recorrendo a diversas abordagens tecnoldgicas previamente estudadas para microbolhas.

(Geers et al,, 2012)

A

C D

Agente terapéutico @

Figura 2: Representacdo esquemdtica das diferentes estratégias para incorporagdo de agentes terapéuticos (i.e. farmacos e dcidos nucleicos) na
estrutura da nanobolha.

(A\) Incorporagao no interior ou a superficie do invélucro da bolha;

(B) Incorporagao numa nanoestrutura ligada a superficie da nanobolha;

(C) Incorporagio no interior do nucleo da bolha;

(D) Incorporagio por dissolugao numa camada interna oleosa adicionada ao invélucro.

6.3.1. Incorporacao no interior ou a superficie do invélucro da bolha

A molécula terapéutica, pode ser associada na camada superficial do invélucro da nanobolha
por interagoes eletrostaticas ou hidrofobicas, forgas de Van der Waals ou simplesmente por
encapsulamento fisico. (Figura 2A) (Tinkov et al., 2008)

Um agente terapéutico hidrofébico, na forma nao ionizada, pode ser incorporado diretamente
na camada externa de uma nanobolha lipidica. Todavia, a espessura reduzida da monocamada
fosfolipidica reduz a quantidade de farmaco passivel de incorporagao. Por outro lado, quando
a camada externa é constituida por lipidos ou polimeros carregados, moléculas carregadas,
como doxorrubicina ou acidos nucleicos, podem ser facilmente acopladas por interagao

eletrostatica. (Geers et al., 2012)
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Apos administragao, tanto a albumina sérica como outros constituintes do sangue tém
capacidade de interagir eletrostaticamente com a nanobolha carregada, o que pode provocar
a libertacao prematura da molécula terapéutica, antes da sua chegada ao tecido alvo. Para
superar esta limitagao tém sido desenvolvidos varios sistemas multicamada cujo objetivo é nao
so proteger o farmaco da degradagao enzimatica e das interagoes com constituintes do sangue,
mas também aumentar a quantidade de firmaco incorporada e o tempo de semi-vida in vivo.
(Geers et al,, 2012)

O revestimento multicamada é obtido por técnicas de deposicao camada por camada,
adsorvendo sequencialmente polimeros com carga oposta na superficie das nanobolhas. Por
exemplo, a doxorrubicina, um farmaco carregado positivamente, pode ser incluido numa

camada diferente de polieletrdlitos carregados negativamente. (Geers et al., 2012)

6.3.2. Incorporacao numa nanoestrutura ligada a superficie da nanobolha
Alternativamente, os farmacos e acidos nucleicos podem ser carregados numa nanoestrutura
que, posteriormente, se liga a superficie das nanobolhas por interagoes ligando-recetor, por
exemplo. (Figura 2B) A fixacao de varios reservatorios a superficie da nanobolha aumenta a
capacidade de carga e permite o armazenamento de diferentes tipos de farmacos.

Exemplos de nanoestruturas podem ser ciclodextrinas ou nanoparticulas poliméricas
conjugadas com moléculas terapéuticas e funcionalizadas, ou nao, com PEG. (Cavalli, Soster e
Argenziano, 2016) Outro exemplo, sao nanogoticulas hibridas de albumina-PEG que

encapsulam moléculas terapéuticas. (Lee et al., 2015)

6.3.3. Incorporacao no interior do nicleo da bolha

Quando as propriedades fisico-quimicas do farmaco permitem a sua solubilizagao no nucleo,
este pode atuar como reservatorio. (Figura 2C) Farmacos lipofilicos podem ser dissolvidos
diretamente em PFC ou com recurso a um co-solvente para facilitar a dissolugao. (Cavalli,

Soster e Argenziano, 2016)

6.3.4. Incorporacdo por dissolugio numa camada interna oleosa adicionada ao
invélucro

Uma estratégia para aumentar a capacidade de carga da nanobolha passa pela inclusao de uma

camada oleosa, no nucleo de nanobolhas revestidas por lipidos, para dissolver e armazenar

farmacos lipofilicos e hidrofébicos, como paclitaxel. (Figura 2D) (Tinkov et al., 2008) Formam-
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se, assim, liposferas acusticamente ativas utilizadas na administragio de farmacos
antineoplasicos.

A cavitacao do nucleo gasoso, induzida por US, tem como consequéncia a variagao de volume
da liposfera. Consequentemente, a integridade da estrutura da bicamada pode ser perturbada,
causando poros ou rutura de toda a liposfera que contribuem para o aumento da

permeabilidade e libertagao instantanea da molécula carregada. (Geers et al., 2012)

7. METODOS DE PRODUGAO

Podem ser consideradas varias estratégias para produzir nanobolhas, nomeadamente
manipulagao de microbolhas preformadas ou formulagao ab initio de sistemas a nanoescala.
Além disso, métodos, como cavitagao, eletrdlise, aplicagio de membrana nano-porosa e
sonoquimica recorrendo a US tém sido também usados para criar pequenas bolhas. Apesar
do elevado rendimento e baixo custo de produgao, técnicas como a sonicagao ou
emulsificagao por homogeneizagao de elevada velocidade, nio oferecem um controlo
suficiente sobre o tamanho e a uniformidade das bolhas. Para tentar colmatar estas falhas, tém

sido estudadas outras técnicas como emulsificagio de membrana, ou microfluidica. (Stride e

Edirisinghe, 2008)

7.1. Manipulacdo de microbolhas pré-formadas

7.1.1. Centrifugacao e flutuacao

O processo inicia-se com a preparagao, por ultrassonicagao, de microbolhas preenchidas com
PFC e revestidas por tensioativo. E importante que constituintes como o Span 60, PEG e NaCl
estejam presentes na formulagao. (Xing et al, 2010) Apos sonicagao, as microbolhas
autossegregam por flutuagao, estratificando por tamanho. Realiza-se, posteriormente,
centrifugacao diferencial para obter uma subpopulagao de bolhas de tamanho nanométrico
com uma distribuicao de tamanho unimodal. As bolhas isoladas permaneceram estaveis por

mais de duas semanas sob a protecao de gas perfluoropropano. (Xing et al., 2010)

7.1.2. Extrusao a baixa temperatura e vaporizacao acustica de goticulas

Como o PFC tem um ponto de ebuligado muito baixo, -2°C, a formagao de goticulas liquidas
por técnicas de microfluidica ou sonicagao podem ser um desafio. O método de extrusao a
baixa temperatura envolve a condensagao de gas a temperaturas reduzidas e/ou pressoes

aumentadas. As goticulas sao produzidas pela condensagao de PFC a temperaturas reduzidas
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que é seguidamente encapsulado em capsulas lipidicas por extrusao de membrana. (Zullino et
al., 2018)

O processo de formulagao das goticulas envolve, primeiramente, a deposi¢cao de uma camada
de tensioativo em torno de uma gota de PFC, tipicamente decafluoropentano, em agua.
(Peyman et al., 2016) Os residuos de vinilo apresentam boa capacidade de adesao a camada de
tensioativo, por isso, seguidamente ¢é depositado um polimero hidrofilico modificado com uma
fracao vinilica, formando a camada mais externa da nanobolha. Podem ser desenvolvidos
sistemas multicamadas por deposi¢ao sequencial, camada por camada, de polimeros com carga
oposta. Por ultimo, ocorre polimerizagao de radicais livres para reticular as cadeias vinilicas
laterais modificadas formando o invélucro de polissacarideo em torno do nucleo liquido de
PFCs. (Capece et al, 2013) Antes da irradiagio com US estas vesiculas poliméricas
normalmente sedimentam em agua devido a maior densidade do nucleo de decafluoropentano
liquido. Quando irradiadas, a energia fornecida pelos US faz aumentar a pressao e a
temperatura no interior da bolha. Ocorre entao a expansao térmica e transicao de fase do
PFC do estado liquido para o estado gasoso, formando nanobolhas. Este fenomeno é
conhecido como vaporizagao acustica de goticulas (do inglés acoustic droplet vaporization,
ADV). Apos o término da exposicao aos US ocorre reversio do processo e as bolhas
regressam ao seu estado inicial na forma de goticulas. (Capece et al,, 2013) A vaporizagao
acustica de goticulas causa transicao de fase do PFC com consequente aumento, em cerca de
3 a 6 vezes, do diametro médio, dependendo do tamanho da gota inicial, da pressao
atmosférica e da densidade do PFC selecionado. (Khan et al., 2019) A reticulagao quimica das
cadeias poliméricas confere a elasticidade necessaria aos invélucros das bolhas de modo a que
seja possivel o aumento e diminuigao do volume sem que a integridade da bolha fique

comprometida. (Capece et al., 2013; Zullino et al., 2018)

7.2. Formulacdo ab initio de sistemas em escala nanométrica

Devido a caracteristica de auto-organizagao dos fosfolipidos, bolhas com este revestimento
podem ser sintetizadas usando uma variedade de técnicas. (Khan et al., 2019) As mais comuns
s30 a sonicagao ou agitagdo mecanica, como fonte de energia para formar bolhas, seguidas de
varias etapas mais ou menos complexas para anexar um agente terapéutico, dependendo da
sofisticagao da camada externa. Apesar de menos utilizadas, é importante referir também

técnicas de microfluidica e emulsificagao. (Johan et al., 2018)
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7.2.1. Método de cavitacao

A formagao de NBs acontece quando, por cavitagao, a fase liquida homogénea passa por uma
mudanca de fase devido a redugao repentina da pressao abaixo de um valor critico. A cavitagao
€ comumente induzida pela passagem das ondas ultrassonicas (cavitagao acustica) ou por
variagoes de alta pressao no liquido que flui (cavitagao hidrodindmica). (Thi Phan et al., 2020)

° Cavitacdo acustica

A cavitagao acustica pode ser criada pela propagacao dos US através do liquido levando a
variagoes de pressao com consequente formagao de bolhas. A diminuigao da pressao, abaixo
do valor da pressao de vapor saturado, faz com que a onda ultrassénica promova a formagao
de bolhas de gas, uma vez que os ciclos de compressao-expansao ajudam a separar os gases
dissolvidos. (Thi Phan et al, 2020) Quando acima do valor critico, as bolhas expandem e
contraem em grau semelhante, produzindo vibragoes lineares nos tecidos vivos, em resposta
aos US. No entanto, quando o valor critico é ultrapassado, os US causam uma vibragao nao

linear, onde as bolhas se expandem mais do que contraem, até que sao destruidas. (Park et al.,

2020)

e Cavitacdo hidrodinamica
Quando o fluido em movimento é submetido a uma redugao da pressao (por sucgao — vacuo,
por exemplo), ocorre vaporizagao e geragao de bolhas. O tamanho das bolhas varia de acordo
com a pressao e temperatura aplicados ao fluxo do fluido. (Semat e Katz, 1958)
O gerador do tipo Venturi baseia-se no mecanismo de cavitagao hidrodinamica e tem sido
amplamente utilizado devido a sua facilidade de transposigio de escala e manuseamento. E
constituido por trés partes: fluxo de entrada, tibulo e fluxo de saida cénico e, tanto o gas
como o liquido, sao transferidos simultaneamente através do tubo de Venturi para formar a
bolha. Quando o fluido pressurizado € introduzido na parte tubular, a velocidade do fluxo do
liquido aumenta, enquanto a pressao se reduz em comparagao com a secgao de entrada o que
leva a cavitagao. (Thi Phan et al., 2020)
Por requerer equipamento simples e estar associado a baixo custo de manutengao, a cavitagao
hidrodindmica tem sido amplamente utilizada, constituindo um dos modos mais baratos e
energeticamente mais eficientes para produzir NBs. Além disso, a cavitagao hidrodinamica é
usada no sistema de flutuagao de nanobolhas. (Khodadadi Darban e Ahmadi, 2013)
As propriedades dos liquidos, por exemplo, pressao de vapor, viscosidade, temperatura e
tensao superficial, presenca de gases dissolvidos e constituintes do meio liquido, por exemplo,

tensioativos, sao um dos parametros que mais afetam os processos cavitacionais. A eficiéncia

da cavitagao hidrodinamica e o rendimento geral da cavitagao sao afetados nao soé pela pressao
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e velocidade da entrada do liquido no sistema, como também pelas suas propriedades fisico-
quimicas ou pelas caracteristicas do proprio sistema. (FAN Maoming, TAO Daniel, HONAKER
Rick, 2010)

71.2.2. Método de eletrodlise

Um método de geragio de NBs pode passar pelo recurso a reagdes quimicas, como a
eletrolise. A eletrodlise da agua implica a decomposicao da agua em hidrogénio e oxigénio
gasosos. Quando a concentragao do gas produzido atinge o nivel de supersaturagao formam-
se nanoparticulas estaveis, tanto na solugao catodica como na anddica. As particulas da solugao

anddica sao nanobolhas de oxigénio e as particulas da solugao catddica sao nanobolhas de

hidrogénio. (Thi Phan et al., 2020)

7.2.3. Agitacio mecanica

O método de agitagdo mecanica é uma abordagem comum para a produgio de
micronanobolhas com revestimento de fosfolipidos (Hernandez et al, 2018) e pode ser
alcangada agitando uma formulagao liquida contendo estabilizadores de bolha juntamente com
um gas ou recorrendo a um dispositivo misturador, como um homogeneizador, para misturar
o liquido e o gas. (Johan et al., 2018, 2019)

Inicialmente, é preparada uma formulagao lipossomal por um método convencional, hidratagao
do filme fosfolipidico, inversao de fase ou injecao de etanol. (Hernandez et al, 2018) Assim,
os fosfolipidos dissolvidos numa mistura de solventes (cloroférmio, metanol, amonia, ou agua,
por exemplo) que é depois removida por evaporagao rotativa. As amostras sao também
submetidas a vacuo para remocao do solvente remanescente. A mistura de lipidos é dispersa
por agitacao numa solugao tampao (tampao fosfato (Johan et al., 2018) ou tampao HEPES/NaCl
(Rossi, Waton e Krafft, 2012), por exemplo), seguida de sonicagao, produzindo dispersoes de
lipossomas. Esta dispersao lipossomal é colocada em frascos e o espago remanescente dos
frascos é preenchido com um gas que mais tarde formara os ndcleos das bolhas. (Johan et al.,
2018) Os frascos sio colocados num agitador mecanico e agitados a varios milhares de

oscilagoes por minuto para obtengao de um sistema homogéneo. (Hernandez et al,, 2018)

71.2.4. Sistema de membrana adaptado e modificado
Outro método possivel para a criagao de NBs implica o uso de uma membrana como meio
para dispersao de liquido e gas. A fase gasosa, composta por gases como ar, azoto ou oxigénio,

sofre compressao através dos poros de uma membrana imersa num liquido que pode conter
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tensioativos, originando NBs. Podem ser utilizadas membranas ceramicas nano-porosas ou
membranas de vidro poroso, por exemplo. O diametro das NBs pode ser controlado pelo
tamanho dos poros da membrana, uma vez que o didmetro médio da bolha é 8,6 vezes maior

do que o didmetro médio dos poros. (Thi Phan et al., 2020)

7.2.5. Sonicacio

Independentemente do tipo de sonicador utilizado, a finalidade da sonicagao é semelhante:
gerar NBs na presenga de um gas fluorado e de um liquido contendo estabilizadores de bolha
que se vao misturar com um gas. (Johan et al,, 2019) Por causa da sua baixa toxicidade e baixa
solubilidade em agua, gases como hexafluoreto de enxofre, perfluoropropano ou
perfluorobutano, sao os mais comumente utilizados. (Johan et al., 2019; Rossi, Waton e Krafft,
2012) Além disso, devido aos baixos pontos de ebuli¢ao, os gases de fluorocarbono podem
ser facilmente evaporados quando expostos aos efeitos térmicos dos US. (Zhao et al,, 2013)
Este processo envolve a dispersao de gis ou liquido numa suspensao do material de
revestimento adequado usando US de alta intensidade. Tal promove a emulsificagao do gas ou
liquido para formar uma suspensao de bolhas/gotas na superficie das quais vai ser
automaticamente adsorvida uma camada de proteina ou tensioativo, €. Uma vez que a
estabilidade das bolhas € limitada na agua, é necessdria a sua preparagao extemporanea ou
preservacgao apos a preparagao. A maneira mais comum de preservar as dispersoes de bolhas
¢ a liofilizagdo com um crio-protetor. (Johan et al., 2019)

NBs preparadas por sonicagao tém sido utilizadas com sucesso na administragao de plasmideo

de DNA (pDNA), pequeno RNA de interferéncia (siRNA) e cumarina. (Zhao et al., 2013)

71.2.6. Emulsificacao por homogeneizacao de elevada velocidade

Com o recurso a um homogeneizador de elevada velocidade podem ser preparadas micro-
nanobolhas revestidas com polimeros, lipidos ou proteinas. Este método envolve a
emulsificacio do polimero previamente dissolvido num solvente suficientemente volatil. E
usado ainda um segundo solvente, imiscivel com o polimero e agua como estabilizador da
nanobolha. Quando o solvente do polimero comega a evaporar, o polimero precipita na
interface. Apos a etapa de liofilizagao, o solvente é removido, deixando a matriz da emulsao.

Em seguida, o sistema liofilizado é preenchido com o gas no nicleo da bolha. (Khan et dl,

2019)
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7.2.7. Microfluidica

A tecnologia microfluidica permite o controlo preciso de pequenos volumes e, portanto,
contribui para a producao reprodutivel de nanobolhas altamente uniformes, com diametro
adequado. Permite também o controlo da velocidade de produgao, por monitorizar o fluxo
de liquido e a pressao do gas, num dispositivo com geometria adequada (Pulsipher et al., 2018;
Wang et al,, 2013) O dispositivo microfluidico consiste em dois canais opostos nos quais é

introduzida a solugao liquida, e um canal central pelo qual passa um fluxo de gas. (Peyman et

al, 2016)

7.3. Gerador de nanobolhas

O mecanismo de concecao das NBs condiciona as propriedades das NBs pelo que é de suma
importancia o design, constru¢ao e material que compoem o gerador de NBs. O objetivo é
que os geradores permitam a producao de NBs uniformes, com tamanho semelhante e
estaveis. (Michailidi et al., 2019). Para isso, Mitropoulos e Bomis projetaram um aparelho que
permite gerar e recolher bolhas com tamanhos diferentes (microbolhas, nanobolhas e ultra
nanobolhas) com recurso a trés geradores diferentes. Primeiramente, no gerador |, a fase
liquida é misturada com um gas para gerar microbolhas no liquido. Seguidamente, no gerador
2, faz-se passar o liquido com MB através de um material macroporoso, gerando
nanobolhas. Devido as forgas rotacionais ou vibracionais, o gerador 3 proporciona a formagao

de ultra-nanobolhas a partir das NB previamente produzidas. (Mitropoulos et al., 2016)

8. RELEVANCIA DOS ULTRASSONS
8.1. Ultrassons

Os US podem ser definidos como ondas sonoras de alta frequéncia (superiores a 20 kHz),
produzidas por um sensor portatil designado por transdutor, que uma vez aplicadas na
superficie do corpo, podem ser absorvidas e atenuadas em tecidos humanos apos reflexao ou
refragao. (Li et al., 2020)

Apesar do interesse pela administragao de agentes terapéuticos mediada por US, recorrendo
a nanobolhas, estas podem ser utilizadas sem o recurso a US. A camada externa de fosfolipidos
€ permeavel ao gas e a medida que este se difunde, a bolha “encolhe” e, eventualmente, rompe-
se devido ao aumento da pressao externa de Laplace. Ocorre entao libertagao do agente

terapéutico encapsulado. (Khan et al., 2019)
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O interesse pelo estudo da administragao de terapéutica mediada por US deve-se a sua
seguranc¢a e baixo custo e tem-se intensificado desde meados dos anos 90. Os US siao o
estimulo externo desencadeador da administracao do farmaco no local alvo, constituindo uma
forma de facilitar a internalizagdo de compostos impermeaveis a membrana plasmatica em
células vivas. Tem-se vindo a mostrar que os US induzem a absorc¢ao de farmacos de baixo
peso molecular, acidos nucleicos (PDNA, siRNA, mRNA), péptidos e proteinas. A eficiéncia
de administragao de farmaco mediada por US pode ser melhorada quando sao combinadas
com MBs ou NBs e um gas de contraste de ultrassons. Além desta, existem varias outras
combinagoes de nanoparticulas com estimulos externos para facilitar nao apenas a
administragao de terapéutica, mas também imagens Oticas, imagens de ressonancia magnética,
imagens nucleares e tomografia computorizada. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020) (Lentacker
et al, 2014)

Devido ao baixo custo, elevada seguranga, conveniéncia operacional e excelentes resolugoes
espacio-temporais, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) anunciou que os US devem ser
disponibilizados mundialmente como ferramenta auxiliadora no processo de diagndstico.
(Groen et al,, 201 1)

Devido a incompatibilidade de impedancia acUstica'? entre sangue, tecidos e 6rgios diferentes,
varias doengas podem ser diagnosticadas pela diferenciagao de imagem de US.

Os US tém sido amplamente utilizados para administragao direcionada de farmacos, terapia
génica, tratamento antitumoral e trombodlise, recorrendo a cavitagao por US, sonoporagao e

ablagao térmica. (Liu et al,, 2017)

8.2. Sonoporacio

A exposicao aos US tem a capacidade de aumentar transitoriamente a permeabilidade da
membrana celular facilitando a administragao de terapéutica. Este fenomeno ocorre durante
ou logo apds o tratamento com US, sendo denominado sonoporagao e pode ser reversivel
ou irreversivel (causador de morte celular), dependendo da intensidade e duracio. E possivel
que o aumento da permeabilidade acontega devido a alteragoes transitorias nos canais de agua
ou poros na membrana plasmatica, como a aquaporina. (Burgess e Porter, 2019; Endo-

Takahashi e Negishi, 2020; Ogawa et al, 2001) O aumento eficiente da permeabilidade da

'2 A impedancia acUstica consiste na resisténcia & propagagio de US num tecido especifico e é determinada pela
densidade do tecido e pela velocidade do som dentro do tecido. Como a velocidade de propagagao nos tecidos
moles sofre variagdes pouco significativas, a impedancia acustica depende principalmente da densidade dos
tecidos. Quando o som avanca de um meio para outro, a relagdo entre as impedancias acuUsticas de dois meios
dita quanta energia sera refletida ou transmitida na interface desses meios e, quanto maior a proporgiao, mais
energia sera refletida na interface. (Mattoon e Nyland, 2014; Nummela et al., 2007)
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membrana celular resulta numa distribuicio melhorada de farmaco nos tecidos e na
administragao intracelular de moléculas, nanoparticulas e outros agentes terapéuticos.
(Chowdhury et al., 2020) Além disso, combinando a exposigao aos US, mesmo que apresente
baixa intensidade, e o recurso a nanobolhas, a permeabilidade da membrana celular vai
aumentar ainda mais, conduzindo a uma maior absor¢ao de firmacos e genes. (Endo-Takahashi
e Negishi, 2020) As principais desvantagens deste método sao a degradacao do citoesqueleto
celular e a baixa seletividade. (Lukianova-Hleb et al., 201 1)

E de notar que a interacio dos US com o tecido pode induzir efeitos mecinicos (US de baixa
intensidade origina cavitagao estavel), quimicos (US de elevada intensidade conduz a cavitagao
inercial com colapso da bolha) e/ou térmicos (aplicagao de US na auséncia de bolhas). Além
disso, qualquer aumento de temperatura, provocado pela exposicao aos US, pode alterar o
estado fisico-quimico das membranas celulares e torna-las mais sensiveis a deformacgao.

(Lentacker et al., 2014)

8.3. Cavitacdo

Devido ao seu nucleo cheio de gas e, portanto, compressivel, as bolhas podem responder as
ondas de pressao dos US. Este processo de crescimento e contragao alternados (oscilagoes
volumétricas) é denominado de cavitagao e pode facilitar a libertagao do farmaco, aumentar a
absor¢ao do mesmo ou ser usado para a obtengao de imagens. (Lentacker et al., 2014; Sirsi e
Borden, 2014)

De acordo com o mecanismo de cavitagao, o gas dentro da bolha é eluido, formando uma
forte onda de choque, uma forga de corte e um microjato, causando alteracoes fisicas nas
estruturas celulares circundantes. Pode entao ser explorada como mecanismo para aumentar
a permeabilidade da membrana celular. (Park et al.,, 2020; Tezel e Mitragotri, 2003) Quando
uma bolha é exposta a US para causar cavitagao, € necessario decidir os parametros
operacionais com base na eficiéncia do aumento da permeabilidade. Assim, a ocorréncia de
cavitagao estavel ou inercial é influenciada por varios fatores, incluindo as caracteristicas da
onda ultrassonica, o tamanho e a composigao da bolha, o ambiente circundante e tecidos-alvo.

(Endo-Takahashi e Negishi, 2020; Park et al., 2020)

8.3.1. Cavitacdo estavel
Quando expostas a baixas pressdes acUsticas (baixa intensidade de US, entre 0,3 W/cm’ e
3 W/cm?), as MBs e NBs sofrem cavitacio estivel, um processo que consiste em oscilagoes

estaveis de micro/nanobolhas. (Chowdhury et al., 2020)
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8.3.2. Cavitacao inercial
A cavitagdo inercial ocorre em intensidades mais elevadas de US (superiores a 3 W/cm?),
responsaveis pela oscilagio vigorosa e instavel da bolha, resultando no seu crescimento e

consequente colapso. (Chowdhury et al., 2020)

9. PROPRIEDADES DAS NANOBOLHAS
9.1. Tamanho e uniformidade

As propriedades, estabilidade e uniformidade das nanobolhas sio condicionadas por
parametros que fazem variar o tamanho médio das nanobolhas. O volume das bolhas varia
nao so6 devido a fatores de formulagao, como a composigao do revestimento e a concentragao
de tensioativo, mas também a parametros de processo como o teor de oxigénio e didéxido de
carbono dissolvidos, variagao de pressao no tubo de cavitagao, temperatura e intervalo de

tempo apos a geragao de nanobolhas. (FAN Maoming, TAO Daniel, HONAKER Rick, 2010)

9.2. Estabilidade

A pressao de Laplace ¢ a diferenga de pressao entre o interior e o exterior da bolha e esta

inversamente relacionada com o tamanho da bolha. E dada pela seguinte expressao:

20
AP = Pinterna — Pexterna = —

Sendo Pi,terng 2 pressao no interior da bolha, P,y ierna 2 pressao no exterior da bolha, o a
tensao interfacial e r o raio da bolha.

Bolhas menores terao valores de pressao mais elevados. A tensao superficial faz com que a
pressao no interior da bolha seja maior que a pressao no exterior, criando-se um gradiente
de pressao bastante propicio a dissipagao do gas interno. (Thi Phan et al., 2020)

A saida de gas do interior da bolha origina uma diminuicao de volume, aumentando a pressao
de Laplace e acentuando a velocidade de dissipagao do gas até que a bolha atinge um ponto
de rutura.

Uma emulsao de nanobolhas é termodinamicamente instavel uma vez que a energia livre do
sistema € minimizada quando a fase gasosa se separa completamente do meio liquido,
formando duas fases. O excesso de energia livre é armazenado na interface gas/liquido. O
amadurecimento de Ostwald impede a preparagao de nanossistemas estaveis, uma vez que a
difusao do gas promove o crescimento de bolhas maiores em detrimento da diminuigao, e

eventual desaparecimento, de bolhas de menores dimensoes. (Kooiman et al., 2014)
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Uma elevada estabilidade in vitro permite que o conteldo da bolha permanega constante por
um longo periodo de tempo, enquanto que uma elevada estabilidade in vivo permite a libertagao
controlada do farmaco por um periodo de tempo mais longo. A velocidade de dissolugao da
bolha in vivo dependera principalmente da pressao de Laplace, tendendo a ser menor do que
a estabilidade da bolha in vitro e é determinada por varios fatores, como a composicao da
camada externa e o tipo de gas que compoe o nucleo.

Devido a sua relevancia, a manutencao da estabilidade deve ser tida em consideragao nao so6
nas caracteristicas da formulagao, como também no processo de produgao e nas condigoes

de armazenamento.

9.2.1. Influéncia da formulacao

Para estabilizar as bolhas e evitar a sua coalescéncia, nao s6 o nucleo gasoso deve ser
composto por um gas inerte de alto peso molecular que, devido a sua baixa solubilidade no
meio circundante, melhore a longevidade das nanobolhas, mas também pode existir um
revestimento com um agente estabilizador.

Teoricamente, o tempo de vida util seria de alguns segundos. No entanto, o que se verifica é
um aumento para meses em vez de segundos (Thi Phan et al,, 2020) quando a camada externa
€ constituida por tensioativos ou substancias idénticas. (Dressaire et al., 2008; Park et al., 2020)
O revestimento pode ainda ser usado como sistema de administragao de farmacos e a sua
composicao qualitativa-quantitativa € um fator crucial para a obtencao de sistemas esféricos.
A presenca de um revestimento heterogéneo pode levar a formagao de uma forma esférica
imperfeita com menor estabilidade.

Geralmente, recorre-se a dois tipos de revestimento: revestimento flexivel, baseado numa
monocamada fosfolipidica pouco espessa e revestimento rigido, promovido pela encapsulagao
polimérica/proteica caracterizado por uma elevada espessura. A presenca de uma camada
externa solida melhora a longevidade da nanoestrutura e previne os fenomenos de
coalescéncia, por impedimento estérico, estabilizando melhor as bolhas contra a dissolugao
do que as monocamadas lipidicas. (Che e Theodorakis, 2017; Kooiman et al., 2014)

A distribuicao do tamanho das nanobolhas é também importante para a estabilidade a longo
prazo da formulagiao. A existéncia de uma populagao de nanobolhas com didmetro uniforme
retarda, consequentemente, o amadurecimento de Ostwald. Goticulas de perfluorocarbono
podem aumentar de tamanho, nao sé por coalescéncia, mas também por difusao molecular. A
difusao molecular consiste na deslocagao de moléculas de perfluorocarbono das goticulas mais

pequenas para as goticulas maiores. (Ogawa et al., 2018)
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9.2.2. Influéncia do processo de fabrico

Os parametros do processo temperatura de pré-aquecimento, tempo e intensidade de
sonicacio desempenham também um papel na estabilidade da formulagao.
Independentemente da temperatura da formulagao antes da sonicagao (temperatura pré-
aquecimento), verificou-se que a sonicagao por 3 minutos induz um aumento de temperatura
de cerca de 5°C. Este aspeto torna-se particularmente relevante em formulagdes com
constituintes proteicos, uma vez que temperaturas elevadas podem danificar a estrutura

tridimensional da proteina. (Rovers et al.,, 2016)

9.2.3. Influéncia das condi¢coes ambientais e de armazenamento

Se a tensao superficial da camada externa da bolha for elevada, a bolha é facilmente destruida.
Nesse sentido, a adigao de um tensioativo € crucial para diminuir a tensao superficial da bolha.
O potencial zeta pode indiretamente estimar a carga superficial, sendo usado como um
indicador de estabilidade por determinar o potencial elétrico ou capacidade de interagao entre
as NBs e outras bolhas ou particulas. A estabilidade depende do tipo de particulas a analisar,
mas geralmente considera-se estavel quando o valor absoluto do potencial zeta é igual ou
superior a 30mV. (Journal et al., 2019)

A medida que a carga superficial se aproxima de zero, a possibilidade de fusio de bolhas
aumenta. Assim, bolhas com uma carga superficial neutra sio pouco estaveis e agregam
facilmente. (Ogawa et al., 2018)

Bolhas com cargas superficiais sao estabilizadas pela repulsao eletrostatica entre as bolhas,
evitando-se a agregagao e coalescéncia das NBs. Quando o pH diminui, aumenta a acidez
(aumento da concentragao de ides de hidrogénio), o que conduz ao aumento do potencial
zeta. Ao contrario, em condigoes basicas (aumenta a concentragao de ides hidroxido) o
potencial zeta é tendencialmente negativo.

A adicao de eletrdlitos, por exemplo NaCl, afeta beneficamente o potencial zeta da bolha,
evita a dispersao do gas nuclear e a fusio de bolhas, contribuindo para o aumento da
estabilidade das bolhas. (Thi Phan et al., 2020)

Para que uma bolha permanega intacta, a pressao no interior e exterior da bolha deve ser
equilibrada. Aumentando a pressao externa, o tamanho da bolha diminui e aumenta a
solubilidade do solvente no nucleo gasoso, ocorrendo a dissolugao da bolha. O aumento da
pressao ambiental pode ter efeitos diferentes consoante o tipo de revestimento da bolha. Se
a camada externa for composta por proteinas, e, portanto, mais rigida, verifica-se uma

deformacgao da estrutura, enquanto que quando a camada externa é composta por lipidos, é
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altamente elastica e, portanto, consegue-se alguma resisténcia a perda do gas. (Rovers et al.,
2015)

A temperatura é o fator chave para a estabilidade das bolhas. Quando a temperatura aumenta,
o gas do nlcleo expande-se de acordo com a lei dos gases ideais. Assim, a medida que a
temperatura do solvente circundante aumenta, a bolha expande e a tensao elastica aplicada a
membrana externa também aumenta. (Park et al., 2020) Bolhas armazenadas a 4 °C siao mais
estaveis (até | més) do que aquelas armazenadas em temperaturas entre os 20 a 25°C apos
preparacgao. (Rovers et al, 2016) Por ter melhor estabilidade, as bolhas sao muitas vezes
armazenadas na forma liofilizada, sendo diluidas com agua aquando da sua utilizagao, e

apresentando uma durabilidade aproximada de um ano. (Chauhan et al.,, 2014)

10. DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGCAO PARA A PREPARAGCAO DE
NANOBOLHAS
O principal desafio na tematica das nanobolhas é identificar estratégias de formulagao que
permitam aumentar o tempo de circulagao das bolhas, possibilitando a sua chegada a tecidos
especificos, sem afetar a sua ecogenicidade.
Para garantir que se formam duas partes diferenciadas da nanobolha, o nucleo e a camada
externa, diferentes compostos com propriedades fisico-quimicas distintas integram a
formulagao de nanobolhas.
As nanobolhas podem ser pré-formuladas na forma de nanogoticulas que encapsulam um
nucleo de perfluorocarbono ou perfluoropentano estabilizado por albumina, lipidos ou
polimeros. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013) Os nucleos tém baixa solubilidade aquosa e nao
sao toxicos em pequenas doses. Além disso, devido ao elevado peso molecular, baixa tensao
superficial e ponto de ebuligao baixo, permitem que as nanogoticulas permanegam no estado
liquido a temperatura corporal e tenham capacidade de extravasar o endotélio e atingir o
espago perivascular. (Zullino et al., 2018)
Além do agente terapéutico, farmaco ou acido nucleico, sio também necessarios excipientes
como tensioativos (Tween® 20 e alginato de sédio), polimeros e co-tensoativos (Span 60 e
poloxamer188). A escolha do farmaco, do tensioativo e do co-tensioativo varia em fungao do
local alvo e do modo de administracao do farmaco. Deve ainda ter-se em conta que a
concentragao do polimero é a principal condicionante do tamanho da nanobolha ou
nanogoticula. Polimeros como (poli(acido latico-co-glicdlico), quitosano e copolimero de
fosfolipidos (policaprolactona) sao muito usados na formulagao.
Nanobolhas sao muitas vezes constituidas por fosfolipidos como fosfatidilcolina e

fosfatidiletanolamina, os principais componentes da membrana celular, para reduzir a
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possibilidade de mudanca de fase’ quando as bolhas estio em condicdes fisiologicas ou de
armazenamento. (Liu et al., 2017; Park et al., 2020) Outros fosfolipidos utilizados sao, por
exemplo  dilaurilfosfatidilcolina ~ (DLPC),  dimiristoilfosfatidilcolina ~ (DMPC)  ou
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).

Uma estratégia para melhorar a resisténcia das bolhas baseadas em fosfolipidos em
monocamada é adicionar polimeros as formulagoes. O PEG é um polimero flexivel e hidrofilico
que tem sido incorporado em varias composi¢oes de lipidos, polimeros e proteinas,
juntamente com os seus diversos derivados na preparagao de micro e nanobolhas. A PEGilacao
melhora a biocompatibilidade e contribui para aumentar a vida util das nanobolhas porque
evita a coalescéncia e constitui uma barreira fisica a varios agentes enzimaticos e previne a
fagocitose por macréfagos do sistema imunitario. (Hettiarachchi et al, 2007) E também um
meio de incorporar grupos funcionais nas camadas de nanobolhas. A proporgao dos
componentes do PEG ¢ fundamental para a preparagao das nanobolhas, pois determina os
tamanhos e caracteristicas destas particulas. (Drugs.com, 2021; Khan et al., 2019)

A policaprolactona (PCL) pode ser utilizada na forma de copolimero PEG-PCL para estabilizar
a bolha e permitir a libertacao do farmaco no local alvo, sob a agao de US. O PEG-PCL foi
usado para a formagao de nanogoticulas carregadas com curcumina. A interagao hidrofébica
entre a curcumina e o copolimero PEG-PCL permitiu uma eficiéncia de encapsulagao da
curcumina na ordem dos 95%. (Shende e Jain, 2019)

A polivinilpirrolidona (PVP) pode também ser adicionada a formulagao para aumentar a
estabilidade das nanobolhas ou para proporcionar um aumento de viscosidade. (Drugs.com,
2021) As solugoes de PVP podem também ser usadas como agente de revestimento devido a
sua segurancga e longa aplicabilidade biomédica e farmacéutica.

Outra estratégia consiste na formulacio de bolhas de perfluorocarbono, usando Pluronic
como excipiente de controlo de tamanho. (Cheng et al., 2019) Pluronic, também conhecido
como poloxamero, € um polimero anfifilico, nao toxico. Esta classificado pela Food and Drug
Administration (FDA) como excipiente inativo e é constituido por unidades de 6xido de etileno-
oxido de propileno-6xido de etileno, formando um copolimero tribloco nao iénico. (Krupka
et al., 2010) A adigao de Pluronic a formulagao vai contrariar a perda de estabilidade devido a

reducao de tamanho, uma vez que causa uma diminuicao da tensao superficial da bolha.

'* A temperatura de transicio de fase é a temperatura a qual aumenta a fluidez dos fosfolipidos, passando de um
estado gelificado para um estado liquido. Varia em fungdo do grupo de cabega polar, do grau de saturagao das
cadeias de hidrocarbonetos e dos comprimentos das cadeias carbonadas. (Khan et al,, 2019)

As nanobolhas devem ser preparadas acima das temperaturas de transicao de fase para que se consiga uma
composi¢ao homogénea. Todavia, de modo a minimizar a difusio do composto gasoso do nucleo, devem ser
armazenadas abaixo das temperaturas de transi¢cdo de fase apos a preparagio. (Khan et al,, 2019)
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Dependendo do peso molecular do Pluronic, da sua hidrofobicidade e do comprimento do
bloco, este polimero, combinado com tensioativos, pode melhorar a estabilidade das
nanobolhas e controlar o seu tamanho: o tamanho da bolha diminui, devido a interagoes entre
Pluronic-lipido, a medida que a concentragao de Pluronic aumenta. Modifica também a fluidez
e curvatura do invélucro lipidico e altera a elasticidade e o empacotamento do invélucro da
bolha. E de notar que uma mudanca na fluidez pode controlar a resposta ressonante das bolhas
a irradiagao com US, aumentando assim a ecogenicidade da bolha. A estabilidade superior das
nanobolhas in vitro pode ser atribuida as interagoes estabilizadoras dos segmentos de poli
(6xido de propileno) do tensioativo Pluronic com o gas hidrofébico, bem como ao segmento
de poli (6xido de etileno) protetor de superficie. (Krupka et al,, 2010; Uenette et al., 2013)

O poli(acido latico-co-glicolico) (PLGA) é um polimero biocompativel e biodegradavel, muito
utilizado no encapsulamento de farmacos hidrofébicos. O PLGA promove, comprovadamente
a libertagdo prolongada do firmaco. Um exemplo dessa aplicagio é a formulagao de
nanobolhas de acetato de nafarrelina'* encapsuladas com PLGA cuja libertagio in vitro foi
aumentada cerca de 20h. (Shende e Jain, 2019)

Na presenca de um eletrélito (NaCl, por exemplo), em baixa concentragao, o potencial zeta
aumenta, os ioes sao adsorvidos na superficie das bolhas, formando uma fina camada elétrica
(do inglés, Electric Double Layer, EDL) que impede a eluicao do gas do nucleo e, portanto,
aumenta a estabilidade das bolhas até cerca de uma semana. (Thi Phan et al., 2020) E também
relevante o efeito que evita que as bolhas se fundam devido a presenga da mesma carga
superficial nas bolhas (forcas de repulsao entre bolhas). No entanto, uma elevada concentragao
do eletrdlito anula a carga da EDL e reduz a estabilidade da bolha, acelerando o seu

desaparecimento. (Uchida et al., 2016)

11. APLICACOES DAS NANOBOLHAS COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA
11.1. Administracao de farmacos através da barreira hematoencefalica

A barreira hematoencefilica (BHE) é uma barreira fisiologica, semipermeavel e seletiva que
separa o sangue circulante do fluido extracelular no sistema nervoso central (SNC). A BHE
apresenta células endoteliais com jungdes de oclusao e varios transportadores

(nomeadamente, transportadores de efluxo) que permitem manter a homeostase cerebral,

'* A nafarrelina é um agonista sintético potente da hormona libertadora das gonadotrofinas usado no tratamento
de puberdade precoce central (puberdade precoce dependente de gonadotrofinas) e endometriose. E
comercializado sob o nome Synare®, um medicamento de administragio nasal. (Pfizer Medical Information)
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movimentar ioes e moléculas e proteger o cérebro de toxinas, patogénios, inflamacao, lesoes
e doengas.

A BHE é impermeavel a grande maioria dos fairmacos com mais de 400 Da administrados
sistemicamente, excluindo-os a priori do sistema nervoso central (SNC). Deste modo, a
administracao eficiente de agentes terapéuticos diretamente no cérebro para tratar tumores
cerebrais ou doencas neurodegenerativas fica significativamente limitada.

Atualmente, o Unico método capaz de permeabilizar localmente a BHE de forma nao invasiva
e transitoria é a combinagao de microbolhas com US. Este método apresenta um bom perfil
de seguranga e tem permitido a administragao de um amplo espectro de moléculas
terapéuticas, nomeadamente agentes quimioterapéuticos, farmacos para imunoterapia,
vetores virais para terapia génica e células estaminais. Por serem menores que as microbolhas,
as nanobolhas conseguem alcangar com maior concentragao areas do tecido encefalico onde
as microbolhas teriam acesso limitado. Assim, em comparagao com as microbolhas, a
quantidade de nanobolhas administrada seria menor, para o mesmo efeito terapéutico. Nao
obstante, verificou-se que uma maior concentracao de nanobolhas permite a maior
persisténcia de US, uma vez que a cada pulso de US, uma porgao de bolhas é danificada. Tém
sido usadas nanobolhas de octafluoropropano (C;Fg) com camada externa lipidica (DBPC,
DPPA, DPPE), incorporando também Pluronics, uma vez que a cadeia de polietilenoglicol e o
polimero Pluronic na superficie da bolha diminuem a absor¢ao das nanoparticulas pelos
macrofagos e a estabilidade da nanobolha é aumentada quando sao usados lipidos de longa

cadeia. (Cheng et al., 2019)

I 1.2. Administracao de oxigénio

A hipoxia tecidular, fornecimento insuficiente de oxigénio aos tecidos, esta relacionada com
o aparecimento de varias condigoes médicas, como diabetes, queimaduras, escaras, feridas e
doenga oncoldgica. (Cavalli et al., 2009, 2009; Cavalli, Soster e Argenziano, 2016)

Situagoes de hipoxemia grave sao frequentemente tratadas com oxigénio inspirado, intubagao
e ventilagdo mecanicas; no entanto, se a reoxigenagao adequada nao for alcangada
rapidamente, pode ocorrer paragem cardiaca, com lesdes nos 6rgaos ou morte. (Fix, Borden
e Dayton, 2015; McEwan et al., 2015) Perdas de sangue acentuadas originam uma diminuigao
drastica no aporte sistémico de oxigénio. E entdo necessario restaurar, tio rapidamente
quanto possivel, o fornecimento de oxigénio aos tecidos. Para este propodsito, podem ser
utilizadas emulsées de perfluorocarbonos ou transportadores de oxigénio a base de

hemoglobina que funcionam como sangue artificial. (Fix, Borden e Dayton, 2015)

55



Estima-se que pelo menos 50-60% dos tumores solidos avangados contenham tecido em
hipoxia, geralmente devido a irregularidades na microcirculagao do tumor. A hipoxia tumoral
leva a um mau prognostico em doentes com cancro porque pode estar na origem de uma
série de efeitos adversos, como resisténcia a quimioterapia e radioterapia, para além de
aumentar o risco de desenvolvimento de metastases. (Fix, Borden e Dayton, 2015)

Bactérias anaerobias crescem em ambientes isentos, ou quase isentos, de oxigénio e podem
causar infegoes em tecidos, como a pele, gengivas ou parede intestinal, danificados em
consequéncia de cirurgia, lesio ou doenga. O aporte direcionado de oxigénio pode ser um
adjuvante util na terapia antibiotica de infe¢oes anaerobicas.

Materiais com oxigénio na sua constituicio podem funcionar como sistemas de administragao
especificos. (Cavalli et al., 2009) Em contraste com os lipossomas de duas camadas de tamanho
semelhante, as nanobolhas tém uma monocamada com um nucleo gasoso menos soluvel e,
portanto, podem ser utilizadas na administragao de gases. (Khan et al, 2019) A abordagem
focar-se-a apenas nas nanobolhas como sistemas de administragao de oxigénio, por ser o tema
base desta monografia.

Uma estratégia para a administragio de oxigénio consistiu na formagao de nanobolhas
revestidas de sulfato de dextrano e nucleo de perfluoropentano, um gas pouco soluvel no qual
o oxigénio é dissolvido e armazenado. Para melhorar a estabilidade da bolha foi ainda
adicionada PVP a camada externa. Obtiveram-se bolhas esféricas com tamanho uniforme e
carga superficial negativa suficiente de modo a evitar a agregagao de varias nanobolhas. Este
sistema tem boa capacidade para encapsular e armazenar oxigénio, nao apresenta efeitos
toxicos em células Vero (células renais de macaco verde africano) nem atividade hemolitica
em glébulos vermelhos in vitro. (Cavalli et al., 2009) Para a mesma composigao nuclear, outro
revestimento utilizado foi o quitosano, formando nanossistemas com camada externa de
quitosano. Em ambas as composigoes, a frequéncia e o tempo de exposigao aos US promoveu
um aumento da cinética de libertagao de oxigénio.

Em casos de hipoxia, doencas isquémicas, controlo de infegoes e terapias oncoldgicas para
melhorar a oxigenagao sanguinea, pode ser perfundida uma solugao salina com nanobolhas
contendo oxigénio na sua composicao de modo a gerar fluidos supersaturados deste gas.

Ao invés de perfluoropentano pode ser usado 2H,3H-decafluoropentano (DFP) como nucleo
da bolha, originando nanotransportadores de oxigénio denominados de nanogoticulas
carregadas de oxigénio (do inglés, oxygen-loaded nanodroplets, OLND). Estas nanogoticulas
podem também ser revestidas de quitosano, polissacarideo da camada externa de modo a
diminuir a difusio do gas, ou por dextrano, tal como os nanossistemas anteriormente

apresentados. OLND tém melhor capacidade de transporte e libertagao de oxigénio do que
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as nanobolhas com nlcleo de perfluoropentano e nao apresentam efeitos tdxicos sobre os
queratinocitos humanos apés internalizagao celular. (Prato et al,, 2015) Além disso, sabe-se
ainda que o tratamento concomitante com US melhora ainda mais a administracao
transdérmica de oxigénio dos OLND:s.

A cicatrizacio de feridas croénicas'®, problemas de saide comuns com impacto significativo na
qualidade de vida do doente, e de feridas hipoxicas, causadas pela rutura do tecido e
oxigenagao inadequada do leito da ferida podem ser promovidas por OLNDs. (Cavalli et al.,

2009; Prato et al., 2015)

I 1.3. Administracao de farmacos antineoplasicos

Em comparagio com os tecidos normais, os tumores sélidos, particularmente, quando em
hipoxia, apresentam caracteristicas que impedem a agao de farmacos sobre o tumor,
nomeadamente elevada angiogénese, pressao intercelular e divisao celular frequente. O tecido
tumoral é ainda caracterizado pelo EPR'® que garante que moléculas de determinados
tamanhos se acumulem preferencialmente no tecido tumoral comparativamente ao tecido
normal. (Su et al., 2021)

A terapia combinada é amplamente utilizada no tratamento quimioterapéutico de tumores.
Todavia, a nao seletividade ou nao especificidade para células tumorais causa efeitos adversos
significativos em tecidos e érgaos saudaveis, com risco de infecao generalizada, afetando o
sucesso da maioria dos farmacos antineoplasicos. Além disso, a maioria destes farmacos
apresenta um caracter hidrofobico e baixa solubilidade aquosa que contribuem para o seu
insucesso terapéutico. (Su et al., 2021) A doxorrubicina, fairmaco citotoxico que se intercala
no ADN, e o paclitaxel, farmaco citotoxico que interfere com a tubulina, sao exemplos de
medicamentos utilizados frequentemente em esquemas de quimioterapia em associagao com

outros medicamentos citostaticos. (RCM Paclitaxel, 2010; RCM Doxorrubicina, 2010)

'> A pele humana é um érgio notavelmente plastico com grande capacidade de reparar feridas de forma rapida
e eficaz. Apesar disso, os processos de cicatrizagao podem falhar quando, ao redor da ferida, existe um ambiente
proé-inflamatoério associado com hipoxia, aumento das proteases e carga bacteriana. Quando isto acontece, feridas
vulgares podem tornar-se feridas crénicas, por exemplo, Ulceras de pressio, queimaduras, vasculopatias
associadas a diabetes, entre outras.

'® O efeito de maior permeabilidade e retengio (EPR) é um fendmeno exclusivo de tumores sélidos que se deve
as diferengas anatémicas e fisiopatologicas entre os tecidos tumorais e os tecidos normais. Tecidos tumorais
apresentam uma drenagem linfatica deficitaria (Fang, Nakamura e Maeda, 201 1), mas uma grande densidade
vascular (devido a angiogénese) em comparagao com os tecidos normais. (Su et al., 2021) Os vasos sanguineos
tumorais s3o normalmente constituidos por células endoteliais desalinhadas e com grandes fenestragées, o que,
juntamente com o pequeno tamanho das nanobolhas, facilita a sua penetragao. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013)
Todas estas caracteristicas contribuem para um extravasamento seletivo e retengio de farmacos
macromoleculares. (Fang, Nakamura e Maeda, 201 I)
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A estrutura versatil das nanobolhas tem sido explorada como modo de garantir uma
administragao direcionada de farmacos diferentes. (Fang, Nakamura e Maeda, 201 ) Por serem
suficientemente pequenas, as nanobolhas sao capazes de penetrar nos tumores solidos
(infiltram-se no tumor), danificando o tecido tumoral. Consegue-se assim uma administragao
direcionada do farmaco, que permite reduzir a exposi¢ao aos tecidos nao-alvo, saudaveis,
minimizando os efeitos adversos sistémicos e contribuindo para a reducao das doses
terapéuticas. As nanobolhas funcionam como nanotransportadores podendo acumular-se no
interior dos tecidos tumorais por EPR ou por vetorizagao ativa pela presenca de anticorpos
na superficie da bolha. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013) Quando revestidas de farmacos
antineoplasicos ou genes podem funcionar como plataforma de vetorizagao do agente
terapéutico. (Jiang et al., 2016)

Dos doentes diagnosticados com cancro da mama, 20 a 30% tém cancro da mama HER-2-
positivo, que estd associado a alguma resisténcia a agentes quimioterapéuticos e baixa
sobrevida. Sabe-se também que a taxa de resposta para tumores que sobrexpressam HER-2 é
melhorada ao combinar quimioterapia com a administragao de trastuzumab (Herceptin®), um
anticorpo monoclonal humanizado contra o receptor HER-2. Assim, foi projetado um sistema
de nanobolhas de C;Fg com involucro constituido por fosfolipidos ligados covalentemente a
moléculas de Herceptin®. Estas nanobolhas sio uma ferramenta para diagndstico e avaliagio
da resposta ao tratamento do cancro da mama HER-2-positivo. Apresentam uma ligagao muito
especifica a células tumorais, por reagoes de antigénio-anticorpo, penetrando no tecido
tumoral e acumulando-se especialmente em tumores que expressam HER-2.

Para aumentar a sensibilidade das células e melhorar a eficacia da quimioterapia tumoral in vivo
foram desenvolvidos alguns sistemas para vetorizagao destes farmacos. O primeiro, baseado
na vaporizagao acustica de gota, compreende nanogoticulas poliméricas de perfluorocarbono
(perfluorpentano, por exemplo) estabilizadas com copolimero em bloco que se acumulam no
tecido tumoral e sofrem, apés aquecimento in vivo, conversao para micro ou nanobolhas.
(Zhao et al., 2013) Pela agao dos US aplicados na regiao tumoral, as nanobolhas carregadas de
farmaco (doxorrubicina, paclitaxel, curcumina) cavitam e colapsam, libertando o farmaco
encapsulado. No segundo, micelas poliméricas encapsulam PFP liquido e doxorrubicina e sao
transformadas em nanogoticulas cujo involucro é estabilizado com PEG. Como consequéncia
do aumento da temperatura para 37°C, as nanogoticulas vaporizam originando nanobolhas.
(Gao et al.,, 2008)

Foram ainda preparadas nanobolhas de perfluorocarbono e poli(acido latico-co-glicolico)

(PLGA) carregadas com metotrexato.
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Um outro sistema resume-se a combinagao de nanobolhas sensiveis aos US e péptidos
promotores da penetragao celular, aliando a capacidade de vetorizagao das nanobolhas, a
penetragao celular dos péptidos e a libertagao de firmacos desencadeada por US a partir das
nanobolhas. Este sistema foi explorado para distribuicao de doxorubicina e camptotecina, um
inibidor da topoisomerase |, tendo demostrado grande atividade inibidora de tumor,

aumentada pela estimulagao por US. (Glvener et al., 2017; Zullino et al., 2018)

I 1.4. Terapia génica

A terapia génica consiste essencialmente na introducao de novo material genético no
hospedeiro e apresenta-se como uma opgao terapéutica promissora para o tratamento de
patologias genéticas ou adquiridas. Na entrega de genes por administragao sistémica é
importante nao apenas que as bolhas atinjam o tecido alvo e tenham efeitos fisicos no tecido,
mas também que a eficiéncia da administragao do gene nas células-alvo seja aumentada. (Endo-
Takahashi e Negishi, 2020) Devido ao seu elevado tamanho, natureza hidrofilica e grupos
fosfato carregados negativamente, os genes, nao sao eficientemente absorvidos pelas células.
Além disso, sao muito suscetiveis a degradagao mediada por nucleases presentes no sangue.
(Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013) Para superar essas limitagoes tém sido desenvolvidos vetores
virais e nao virais de administragao de genes. Verificou-se que uma nanobolha pode funcionar
nao apenas como um agente de contraste de US, mas também como uma ferramenta de
administragio de pDNA ou siRNA'” com exposigio aos US, tanto in vitro quanto in vivo. (Endo-
Takahashi e Negishi, 2020; Suzuki et al., 2008; Xie et al., 2016)

No que concerne aos vetores nao virais, mais especificamente micro e nanobolhas, a
administragao de acidos nucleicos tem-se baseado essencialmente em duas estratégias: ou se
administram concomitantemente acidos nucleicos e microbolhas (ou seja, o agente de
contraste) ou os acidos nucleicos sao carregados em sistemas de bolhas propositadamente
construidos. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013; Cavalli, Soster e Argenziano, 2016) Pode ocorrer
incorporacao fisica direta de DNA na camada externa da bolha durante o processo de fabrico
ou incorporagao de lipidos catidonicos na camada externa que permitam ligar
eletrostaticamente o DNA. O DNA pode também ser carregado em nanoparticulas que se
ligam covalentemente a bolha. A maioria destas formulagoes de bolhas demonstraram elevada

capacidade de carregamento de DNA e/ou elevada eficiéncia de transfegao.

'7 O pequeno RNA de interferéncia tem a capacidade de suprimir a expressio de oncogenes (por exemplo, c-
myc) que estao intimamente relacionados com o crescimento, proliferagao, invasao e expansao do tumor.
Candidato potencial para o tratamento do cancro, o siRNA tem sido estudado quer por administragdo isolada
como por administragio na forma de conjugado com péptidos permeaveis as células. (Xie et al., 2016)
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Apos a administracao sistémica da solugao de acidos nucleicos livres associada a microbolhas,
verificou-se que os acidos nucleicos desprotegidos foram rapidamente degradados e
removidos da circulagdo, o que implica que quantidades extremamente elevadas de acidos
nucleicos sejam administradas. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020)

A formagao de nanoparticulas com polimeros catidnicos como polietilenoimina ou PLGA
reduzem o risco de degradagao por nucleases com consequente remogao da circulagao, ao
mesmo tempo que a carga positiva contribui para um aumento da interagao com as membranas
celulares e a absorgao nas células. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020)

O carregamento de acidos nucleicos (pDNA, siRNA e miRNA) na superficie de nanobolhas
contendo lipidos cationicos pode aumentar a estabilidade dos acidos nucleicos. (Nomikou et
al, 2012) Pode ser necessario ter em consideragao os efeitos dos US sobre os acidos
nucleicos, dependendo da intensidade dos US e do tipo de moléculas apesar se ter verificado
que nio existia degradacio do siRNA pela forca fisica dos US usados para transfecio. E
necessario ter em conta que nanobolhas catidnicas sao mais instaveis que nanobolhas neutras
e que os acidos gordos de cadeia curta e insaturados aumentam a fluidez da membrana dos
lipossomas, diminuindo a capacidade de reten¢ao de gas. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020;
Nomikou et al., 2012)

Para a administragao direcionada de acidos nucleicos com recurso a US, além da capacidade
de carregamento das nanobolhas, é também relevante a sua capacidade de direcionamento. A
presencga de ligandos especificos para o local alvo aumenta a eficiéncia de administragao. Um
exemplo da aplicabilidade destas nanobolhas é a modificacao de bolhas com anticorpos
empregando péptido de ligagao a Fc, derivados de proteinas A/G ou nanobolhas modificadas
com anticorpo anti-CD[46. Os péptidos que se ligam especificamente aos locais-alvo sao
também usados para a modificagao de bolhas. Verificou-se que a capacidade de ligagao pode
ser aumentada combinando a cadeia longa de PEG de ligacao de péptido e a cadeia curta de
PEG sem péptido. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020)

A aplicagao de US na presenca de micro e nanobolhas pode aumentar a eficiéncia de
transfecao, favorecendo a libertagao de DNA nos tecidos alvo, diminuindo a transfecao nos
tecidos nos quais nao foi aplicado US. Quando combinadas com cavitagao, frequéncias de US
na faixa de 20-50 kHz sao capazes de induzir dano ao tecido celular, verificando-se a
administragao de genes recorrendo a US para frequéncias de |-3 MHz.

Ainda assim, a eficiéncia de transfecao é baixa em comparagao com a eficiéncia de
administragao por vetores virais. A eficiéncia de transfegao usando como vetor bolhas
carregadas de DNA varia entre 40-50%, enquanto que vetores virais conseguem eficiéncia de

transfecao na ordem dos 100%. A fragilidade celular com consequente morte celular e a
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presenca de barreiras intracelulares ao redor do nulcleo da célula impossibilita taxas de
transfegao mais elevadas. Estima-se que apenas uma pequena porgao do DNA que entra no
citoplasma celular sera capaz de atravessar a membrana nuclear. (Cavalli, Bisazza e Lembo,
2013)

A investigacdo no campo dos nanossistemas esta longe de estar concluida. Sera necessario
aumentar o carregamento de DNA, investigar a citotoxicidade e a biodistribuicao destes
sistemas e identificar outros critérios adequados (por exemplo, eficiéncia de transfegao e
caracteristicas do campo acustico) para que esta tecnologia tenha finalmente aplicabilidade
clinica. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013; Endo-Takahashi e Negishi, 2020)

Uma outra estratégia para a administragao direcionada de acidos nucleicos, genes por
exemplo, ¢ a criagao de nanobolhas plasménicas. A exposi¢ao transitéria de nanoparticulas de
ouro a um pulso de laser curto conduz a um aumento de temperatura e, por um mecanismo
de ressonancia plasmonica, as nanobolhas de vapor sio formadas a volta da nanoparticula
plasmonica. As nanobolhas plasmonicas apresentam uma dupla agao mecanica e ética ajustavel
e sao sistemas capazes de administragao vetorizada de genes a nivel de uma Unica célula, o que
pode ser usado para terapia genética segura e eficaz. (Cavalli, Bisazza e Lembo, 2013;

Lukianova-Hleb et al., 201 1)

I1.5. Teranéstica

A estrutura versatil das nanobolhas permite que quando combinadas com estimulos externos,
possam ser exploradas nao sé para facilitar a administragao de terapéutica, como também para
possibilitar a obtencao de imagens de ressonancia magnética, oticas, nucleares ou tomografia
computorizada. A terandstica surge como forma de combinar diagnostico e tratamento e é
uma abordagem particularmente eficaz na melhoria do tratamento de patologias, como o
cancro, quando num estadio inicial. (Cavalli, Soster e Argenziano, 2016; Janib, Moses e MacKay,
2010)

Tem sido explorada a combinagao de US e nanobolhas formando um sistema terandstico,
tanto para diagnéstico quanto para administragao de terapéutica. A ultrassonografia, usada
frequentemente em ambientes hospitalares é uma ferramenta para detegao precoce e
acompanhamento de doengas cronicas. Agentes de contraste na forma de micro ou
nanobolhas podem ser usados simultaneamente para melhorar a resolugao e a sensibilidade
da imagem. Este sistema possibilita a obtencao de imagens dos tecidos patolégicos ao mesmo

tempo que monitoriza a cinética de distribuicao e a biodisponibilidade de um farmaco.

61



Consegue-se assim, um ajuste de dose com consequente reducao dos efeitos adversos,
demonstrando beneficio terapéutico. (Endo-Takahashi e Negishi, 2020)

Idealmente, para fins teranosticos, o nanotransportador deve possuir elevada capacidade de
carregamento, ser ajustavel e estavel, impedindo a libertagao de farmaco fora do seu tecido
biolégico alvo. Um exemplo da utilizagio de nanobolhas como sistema terandstico sao as
bolhas lipidicas carregadas com acidos nucleicos e com capacidade aumentada de retengao de
gas. Estas bolhas permitem a obtengao de imagens de US otimizadas, ao mesmo tempo que
tém capacidade de transfecao. Importa mencionar também uma formulacio a base de
quitosano com fosfato de prednisolona e com um complexo paramagnético fixado no
involucro. Devido a carga superficial positiva, as nanobolhas interagiram com o complexo
magnético carregado negativamente e a cinética de libertacao de fosfato de prednisolona
aumentou apos exposicao aos US. (Cavalli et al,, 2015)

Apesar de ser um sistema promissor, os bioefeitos da utilizagao repetida de US nao sao ainda
conhecidos e, portanto, sao necessarias mais informagoes de seguranca para que se massifique
a sua utilizagao. Conforme o progresso do desenvolvimento de formulagoes de nanobolhas,
assim ira progredir também a combinac¢ao de bolhas e US, principalmente para diagnostico e
terapia de doengas associadas ao envelhecimento. (Cavalli, Soster e Argenziano, 2016; Endo-

Takahashi e Negishi, 2020)

12. CONSIDERAGCOES FINAIS

As nanobolhas s3ao pequenas cavidades cheias de gis com importancia amplamente
reconhecida pelo seu reduzido tamanho e por possuirem elevada estabilidade e relagao
superficie/volume. Estas propriedades sao condicionadas nao sé pelas caracteristicas da
formulagao, como também pelo processo de fabrico e garantem aplicagoes promissoras em
varias vertentes da ciéncia.

A versatilidade estrutural das nanobolhas permite que agentes terapéuticos com varios pesos
moleculares e propriedades fisico-quimicas distintas possam ser incorporadas dentro da
estrutura das bolhas ou adsorvidas a sua superficie. As nanobolhas apresentam-se como um
transportador eficiente, a0 mesmo tempo que possuem especificidade elevada para o tecido
alvo. Sao, portanto, uma estratégia para administragao direcionada de agentes terapéuticos
como farmacos, acidos nucleicos ou oxigénio contribuindo para um aumento da eficacia
terapéutica e para a minimizagao dos efeitos adversos.

Devido a sua seguranga e baixo custo, os US tém sido utilizados juntamente com as nanobolhas

como estimulo externo desencadeador da entrega do fairmaco no local alvo. Facilitam a
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penetragao celular de compostos impermeaveis e melhoram a eficicia dos agentes
terapéuticos e, portanto, sao um método promissor para uma administragao direcionada.

Apesar de apelativa, para que exista uma aplicabilidade pratica real desta tecnologia é
necessario maior investimento na pesquisa e implementagao de processos de fabrico de
nanobolhas que garantam simultaneamente um elevado rendimento e um baixo custo de
producao. Sao também necessarios mais estudos, principalmente de nanotoxicologia,
biocompatibilidade, biosseguranga e sobre a estabilidade na corrente sanguinea e possiveis

interagoes com proteinas plasmaticas.

13. PERSPETIVAS FUTURAS

Atualmente, a Universidade de Oxford tem a decorrer um ensaio clinico com o objetivo de
comprovar se a presenc¢a de nanobolhas administradas por via oral tem efeito fisiolégico na
hipoxia articular. Sabe-se que pessoas com artrite reumatoide e artrite psoridtica tém,
habitualmente, baixos niveis de oxigénio e articulagoes inflamadas. Assim, pretende-se estudar
se, quando ingeridas na forma liquida, as nanobolhas apresentam capacidade de entrar na
corrente sanguinea e alterar o nivel de oxigénio nas articulagoes. (University of Oxford, 2021)
O RNS60 é um medicamento experimental com efeitos favoraveis em estudos pré-clinicos de
neuroinflamagao e neurodegeneragao. Contém nanobolhas de oxigénio em solugao salina de
NaCl 0,9%. (Paganoni et al., 2019) Devido a sua capacidade para inibir a expressao de moléculas
pro-inflamatodrias, apresenta-se como um candidato promissor a medicamento para
tratamento da esclerose lateral amiotrofica (ELA), (Mario Negri Institute for Pharmacological
Research, 2016) acidente vascular cerebral (AVC) isquémico, (Revalesio Corporation, 2021)
e asma. (Revalesio Corporation, 2016)

O RNS60 mostrou ser bem tolerado num estudo piloto aberto em ELA e, portanto, o Instituto
Mario Negri tem a decorrer um ensaio clinico de fase Il com foco na avaliagao do efeito do
RNS60 nos biomarcadores da ELA e na progressao da doenga. A ELA é uma doenga
neurodegenerativa caracterizada pela inflamagao e pela perda de neurdnios motores com
consequente paralisia muscular progressiva, podendo causar morte entre trés a cinco anos
apos o inicio dos sintomas. (Paganoni et al, 2019) O RNS60 é administrado durante 24
semanas com recurso a duas vias de administragao, cumulativamente: por via intravenosa uma
vez por semana, e por via nasal, em nebulizacao matinal nos seis dias restantes de cada semana.
(Mario Negri Institute for Pharmacological Research, 2016)

Estudos preé-clinicos sugerem fortemente que o RNS60 protege as células cerebrais apos AVC,
preservando o tecido cerebral viavel e melhorando a recuperagao funcional. Assim, a Revalesio

Corporation iniciou um ensaio clinico de fase |l para tentar mostrar os beneficios do RNS60,
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administrado parenteralmente por infusao, no tratamento do AVC isquémico. (Revalesio
Pipeline RNS60)

A hipoxia tecidular, esta s6 por si relacionada com o aparecimento de patologias (Cavalli et
al., 2009, 2009; Cavalli, Soster e Argenziano, 2016), favorecendo por sua vez o crescimento
de bactérias anaerobias que causam infegoes nos tecidos que conduzem a lesGes nos 6rgaos
ou mesmo morte. (Fix, Borden e Dayton, 2015; McEwan et al, 2015) Assim, e com base nos
estudos clinicos supracitados, o aporte direcionado de oxigénio parece ser um adjuvante util
na terapéutica de patologias como AVC ou ELA.

Ao serem bem-sucedidos, estes estudos demostram a eficacia terapéutica e viabilidade da
administragao de nanobolhas in vivo em humanos, o que abre portas a utilizagao de nanobolhas

como um possivel sistema de administragao direcionada de terapéutica.
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