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l. Introducdo

No ambito do plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), surge, no final do 5.°
Ano, o Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria, como a “ponte” estabelecida entre os
conhecimentos adquiridos ao longo de 5 anos de estudo académico com a profissao
farmacéutica, isto €, com a aplicacao didria numa farmacia, em contexto real, de todas as
valéncias e competéncias que foram sendo ganhas ao longo da formagao.

Tal como se encontra referido no website da autoridade nacional do medicamento e
produtos de saude (INFARMED), «[n]o exercicio da sua profissao o farmacéutico como agente
da saude desenvolve atividades que contribuem para a salvaguarda da Saude Publica da
comunidade no dmbito da promogio da salde, informacio e uso racional do medicamentoy,'
o que denota, desde logo, a importancia, o cuidado e a pertinéncia desta profissio no
contributo para uma sociedade mais saudavel. Muitas vezes, o papel do farmacéutico pode
prevenir e evitar idas desnecessarias a centros de salde e hospitais, quando sao situagoes
perfeitamente ao alcance de serem resolvidas, colocando em pratica os conhecimentos que a
nossa formagao nos proporciona, o que pode ser bastante benéfico, principalmente para os
doentes mais idosos e com dificuldades e atendendo ao atual contexto de pandemia. Foi com
este enorme sentido de responsabilidade que, do dia | | de janeiro de 2021 ao dia 30 de abril
de 2021, realizei o meu estagio curricular na Farmacia Rocha, em Condeixa-a-Nova, sob a
orientagao da Dra. Maria Manuela Rocha Helena, com a duragao de 670 h.

Iniciei este estdgio com a ansia de aprender mais, consolidar conhecimentos ja
adquiridos, aplicando-os em contexto de casos reais, tentando compreender toda a dindmica
e espirito de entreajuda que uma equipa numa farmacia tem de ter para que, diariamente,
desempenhe as suas fungoes com a maior plenitude, ética profissional, satisfagao e rigor, indo
ao encontro das necessidades dos utentes.

A Farmacia Rocha esta localizada na Praga da Republica n.°16, 3150-127 Condeixa-a-
Nova, sendo esta uma zona estratégica, pois € bastante movimentada, apresentando um
horario flexivel. Optei por realizar o estagio nesta farmacia, pois, para além de ser proxima da
minha area de residéncia, ja ai tinha realizado dois estagios de verao, que, no meu ponto de
vista, foram bastante enriquecedores. Além disso, esta farmacia, sendo historica, familiar e
bastante acolhedora, é conhecida por todos os habitantes da regiao, permitindo que exista um
nucleo de utentes fiéis que a frequentam desde crianga, tornando a profissao farmacéutica na
Farmacia Rocha mais acolhedora, dinamica e familiar. Atualmente, a equipa é constituida por
quatro farmacéuticas — a Dra. Manuela, a Dra. Isabel, a Dra. Rita e a Dra. Cristina, todas

caracterizadas pela simpatia, competéncia e profissionalismo, que me transmitiram muitos
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conhecimentos e formas de detetar e resolver problemas, contribuindo para o meu
crescimento enquanto futuro farmacéutico e para uma aprendizagem mais rica e proficua.

Na verdade, para além de proporcionar servicos de aconselhamento, preparagao de
medicamentos manipulados e administragao de vacinas e injetaveis, esta farmacia aproxima-se
mais de toda a comunidade, com a medi¢ao de parametros como o colesterol, a glicémia, os
triglicerideos, o indice de massa corporal (IMC), a pressao arterial e o peso dos utentes, com
consultas de podologia e com rastreios (principalmente auditivos). Para além disso, colabora
no projeto VALORMED e aderiu, face a pandemia atual, a operagao Luz Verde. Atualmente,
toda a equipa desempenha o seu papel ao nivel do auxilio ao utente no atendimento e no
aconselhamento, utilizando o Sifarma 2000°.

Este relatorio de estagio apresenta-se sob a forma de uma andlise SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats). Com este método de planeamento estruturado,
pretendo abordar, de forma critica e global, o estagio realizado, mencionando, a nivel interno,
os pontos fortes e os pontos fracos e, a nivel externo, as oportunidades e as ameagas com
que me deparei e a forma como cresci enquanto profissional, mas também como pessoa, ao
longo destes quase 4 meses (Anexo |). Terminarei com uma breve conclusao acerca do
estagio na Farmacia Rocha e com a abordagem de trés casos clinicos que me surgiram e a

forma como os resolvi (Anexo 2).

2. Anilise SWOT

2.1 Pontos Fortes

2.1.1 Plano de estagio

Primeiramente, a minha orientadora de estagio, a Dra. Maria Manuela Rocha Helena,
voltou a mostrar-me os “cantos” da farmacia, isto €, os varios locais onde se encontram todos
os produtos, como, por exemplo, medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) a
medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) e até medicamentos nao sujeitos a
receita médica de dispensa exclusiva em farmacia (MNSRM-EF), familiarizando-me, assim, com
a sua localizagao, facilitando-me tanto o trabalho de back-officc como, mais tarde, o
atendimento ao publico. Durante o primeiro més de estagio, as competéncias desenvolvidas
foram, maioritariamente, ao nivel do back-officc. Comecei por aprender a dar entrada de
encomendas de medicamentos e produtos de salde, utilizando, para esse fim, o Sifarma 2000°.
Ao nivel das encomendas, aprendi a introduzir o preco de venda ao armazenista (PVA) no
sistema informatico e, quando necessario, a proceder a alteragao do prego de venda ao publico
(PVP). Além disso, a medida que dava entrada dos medicamentos, passei a conhecer as mais

variadissimas marcas, permitindo-me realizar uma associagao entre os principios ativos
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aprendidos em 5 anos de estudo e as marcas, algo que ¢é fulcral para a pratica farmacéutica,
bem como fazer uma gestao de stock dos produtos e dos prazos de validade dos mesmos
(alterando a validade do produto no sistema informatico, sempre que necessario). Tive, ainda,
o cuidado de organizar os produtos, tendo por base a regra do first in first out, isto é, o produto
ou medicamento cuja validade termina primeiro tem de ser o primeiro a ser vendido, para
além de fazer notas de devolucao de produtos que tivessem vindo, dos fornecedores e
armazeéns, por engano, que estivessem fora de validade ou cujas embalagens estivessem
danificadas. Sempre que tinha oportunidade, ia para o atendimento, como observador, para
me familiarizar com o programa informatico, tomando nota de passos essenciais que tinha que
saber e dos aconselhamentos prestados aos utentes.

Numa segunda fase do meu estagio, comecei a tratar das receitas para a Casa de Salde,
um lar em Condeixa, em que cada farmacia, uma vez por semana, avia as receitas dos seus
utentes, o que me permitiu adquirir destreza ao nivel do atendimento, ao tratar e dispensar
receitas, para que, depois, aplicasse esta pratica adquirida no contexto real com um utente.

Numa terceira fase, passei para o atendimento, onde, inicialmente, tinha um
farmacéutico a supervisionar-me tendo, mais tarde, desempenhado esta fungao de forma
autonoma. Desta forma, nao so6 dispensei receitas (eletronicas e manuais), como também
coloquei em pratica, ao nivel do aconselhamento, conceitos tedricos que aprendi em 5 anos
de curso e todas as notas que tirei, enquanto assistia ao atendimento. Para além disso, tive
também oportunidade de preparar manipulados (pomadas de aplicacao topica) e de fazer
medicoes de glicémia, pressao arterial, colesterol e triglicerideos. Assisti, nao so a realizagao
do controlo de temperatura e humidade da farmacia, garantindo a estabilidade dos varios
produtos, como também a algumas formagoes que serviram para conhecer produtos e adquirir
competéncias para os aconselhar, quando necessario. Durante estas trés fases, contactei com
medicagao hospitalar através da operagao Luz Verde, que consiste na dispensa de
medicamentos hospitalares dos doentes nas farmacias, em articulagio com as equipas
hospitalares e contactei com o projeto VALORMED, que consiste na gestao dos residuos dos
medicamentos, fora de validade ou nao, desde embalagens a materiais usados no
acondicionamento com o intuito de serem eliminados de forma correta, nao prejudicando o
ambiente, tendo procedido a recolha e a devolugao dos mesmos para os armazenistas.

Concluo, assim, que este plano foi fundamental para o meu sucesso a nivel de aprendizagens.



2.1.2 Equipa técnica

Indiscutivelmente, tenho que destacar a equipa técnica da Farmacia Rocha como um
dos pontos fortes do meu estagio. De facto, desde o primeiro dia em que entrei nesta farmacia,
o apoio e os ensinamentos que me transmitiram foram fundamentais para a minha formacao.
Diariamente, sempre com boa disposicao, esclareciam-me todas as duvidas e perguntas que
fazia, ajudavam-me nas tarefas que me eram propostas, fazendo-me sentir incluido na equipa,
motivando-me a ser cada vez melhor no meu dia a dia. Para além disto, acho fundamental
referir a forma como a equipa tratava os varios utentes — a paciéncia, a compreensao, a
dedicagao, a simpatia e o profissionalismo demonstrados foi excecional, proporcionando um
grau de satisfagao impar. A meu ver é, de facto, notodria a minha evolugao ao longo do estagio
e a autonomia adquirida no ato farmacéutico, muito gragas ao espirito de entreajuda e de

rigorosa qualificagao da equipa na Farmacia Rocha.

2.1.3 Aconselhamento farmacéutico

Inicialmente, reconhego que tinha imensas dificuldades ao nivel do aconselhamento
farmacéutico, quer a nivel de dermocosmeética, quer a nivel de preparagoes de uso veterinario
ou até de suplementos ou dispositivos médicos, nao s6 pela novidade como também pela
dificuldade em associar conceitos tedricos com praticos, o que, a meu ver, é normal, dado a
pouca experiéncia a este nivel que um estagiario possui. Na minha opiniao, nao considero isto
um ponto fraco, mas sim um ponto forte, pois, com a ajuda de todos os farmacéuticos, ia
tirando notas acerca de aconselhamentos e pesquisando em fontes fidedignas determinados
produtos que nio conhecia tio bem. A medida que ia passando o estagio, as dificuldades iniciais
foram desaparecendo e ganhei confianga nas minhas qualidades na resolugao de situagoes do
quotidiano na farmacia. Na verdade, aprendi a detetar sintomas e causas para determinadas
queixas apresentadas pelos utentes e como resolvé-las, tendo sempre como prioridade o bem-
estar de quem tentava ajudar. A meu ver, esta foi, sem sombra de duvidas, a area onde mais
cresci, onde mais consolidei conhecimentos, onde mais aprendi e, acima de tudo, onde

assimilei e adquiri ensinamentos para o meu futuro enquanto farmacéutico.

2.1.4 Servicos disponibilizados pela Farmacia Rocha

Na minha opiniao, este € um ponto forte de elevada importancia, pois a farmacia Rocha
disponibiliza alguns servicos, como as medigoes de parametros biologicos (colesterol,
triglicerideos, glicémia e IMC), de parametros fisiologicos (pressao arterial) e ainda do peso
da pessoa. Também faculta, temporariamente, servicos de podologia e rastreios auditivos. De

facto, um servigo prestado com qualidade pode fidelizar os utentes a farmacia (ter como foco
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a monitorizagao do doente e estar disposto a esclarecé-lo e aconselha-lo sao motivos para
aumentar o grau de satisfagao do utente).

Durante o estagio, procedi a medicao de alguns parametros. Tal facto ajudou-me nao
sO a inteirar-me da situagao clinica do doente, como também a perceber qual a medicagao que
fazia (se a tomava de forma correta e se adotava um estilo de vida saudavel), avaliar se os
parametros estavam controlados, sensibilizar para o seu controlo regular por parte do utente
e alertar para incorregoes que um farmacéutico tem competéncia para detetar. Isto tudo pode
ser essencial para uma terapéutica eficaz, ja que, sempre que fazia as medigoes, aplicava os

meus conhecimentos tedricos com vista a uma aplicagao pratica para o bem-estar do utente.

2.2 Pontos Fracos

2.2.1 Timidez e falta de confianca

Decidi enfatizar, com alguma importancia, a timidez e a falta de confianga com que
encarei o estagio. De facto, inicialmente, o medo de errar era notorio, fosse qual fosse a tarefa
que me propunham. Nao foi facil lidar com o cuidado em manter o bom nome da farmacia e
nunca colocar em causa a salde do utente, nao cometendo erros. Agradego novamente a
paciéncia de toda a equipa da Farmacia Rocha, pois disponibilizaram-se sempre a esclarecer
todas e quaisquer duvidas que me surgissem, aumentando a minha seguranga nas tarefas que
desempenhava diariamente. Contudo, tal facto acabou por afetar o meu estagio, pois, se
tivesse mais seguranga nas minhas capacidades, poderia ter evitado a interrup¢ao de tarefas

importantes realizadas pelos farmacéuticos da farmacia.

2.2.2 Dificuldade na associaciao entre homes comerciais e denominacio comum

internacional (DCI)

Um dos maiores obstaculos que me surgiu no estagio foi, de facto, associar, muitas
vezes, 0s homes comerciais aos principios ativos. Com o desenrolar do estagio e com o
trabalho de back-office, essa dificuldade foi sendo ultrapassada. Contudo, no atendimento, tive
situagoes em que os utentes mencionavam uma determinada marca e pediam aconselhamento
sobre ela e, como tinha dificuldades em |he associar o principio ativo correspondente, tive que
recorrer constantemente ao auxilio do Sifarma 2000® para esclarecer o utente. De facto,
muitas vezes, os utentes nao tém a certeza da medicagao que fazem, distinguindo-a sé pela
cor da caixa ou pela patologia associada, dificultando a dispensa de receitas, quando nao se
tem um conhecimento generalizado dos nomes comerciais dos varios medicamentos, sejam
eles genéricos ou nao. O auxilio da ficha do utente fidelizado, e acedendo a ultima prescrigao,

ajudou nao s6 ao acompanhamento do utente, como também a associar os nomes comerciais
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aos principios ativos descritos na receita. Por outro lado, com a experiéncia, conhecimento

do utente e aprendizagem diaria, as lacunas nesta tematica acabaram por se dissipar-.

2.2.3 Receitas manuais

Durante o estagio, deparei-me com algumas receitas manuais que dificultaram o
atendimento. A sua prescri¢ao € uma pratica cada vez menos usual, tendo sido substituida pela
prescricao de receitas eletronicas. Apenas € autorizada a sua prescricao quando ha faléncia
informatica, inadaptagao fundamentada do prescritor, previamente confirmada e validada
anualmente pela respetiva Ordem Profissional, e em casos de prescrigiao ao domicilio.”? Quanto
a mim, estas receitas sao mais complicadas de dispensar, dada a dificuldade que se prende com
a interpretacao do que esta escrito e a suscetibilidade para o aparecimento de erros na
dispensa de medicamentos. Algumas delas nio cumprem as especificidades das receitas
manuais, prejudicando o utente, que fica sem comparticipagao. Contudo, com o passar do

tempo, habituei-me as receitas manuais, embora o atendimento fosse mais moroso.

2.3 Oportunidades

2.3.1 Medicamentos manipulados

Segundo a Portaria n°594/2004 de 2 de junho do INFARMED, um medicamento

manipulado «[...] é qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado
sob a responsabilidade de um farmacéutico».?

Ao longo do estagio, tive a oportunidade de preparar alguns medicamentos
manipulados, preencher a ficha de preparagao e calcular o prego do manipulado. Dos que
preparei, destaco a pomada de acido salicilico a 5% e ureia a 10% com vaselina q.b.p 100 g. O
acido salicilico nesta concentragao apresenta propriedades queratoliticas, isto €, promove a
dissolugao de formagoes queratinicas. As preparagoes com acido salicilico sao usadas no
tratamento topico em situagoes hiperqueratose e descamagao da pele. Por outro lado, a ureia
atua como hidratante apresentando uma capacidade de retengao de humidade ao nivel da
camada cornea e atua também como queratolitico ligeiro e antipruriginoso. Pode ser usado
em peles secas e com prurido. Assim sendo, a pomada de acido salicilico a 5% e ureia a 10%
esta indicada para o tratamento de hiperqueratoses e psoriase. Pode ainda ser utilizada na
prevencao das gretas dos pés, que surgem devido a um espessamento do estrato cérneo e a
uma deficiente hidratacio cutanea.*

Por fim, queria apenas acrescentar que, no meu entender, a preparagao de

medicamentos manipulados nas farmacias deveria ser uma pratica mais recorrente, visto que



adquirimos muitas valéncias na faculdade em algumas disciplinas que nos tornam aptos para a

sua preparagao sempre que as condi¢coes da farmacia assim o permitam.

2.3.2 Formacoées

No meu ponto de vista, as formagoes sao uma oportunidade para conhecer novos
produtos ou para enriquecer e melhorar a abordagem ao utente. Durante o estagio tive a
possibilidade de assistir a algumas formagoes via zoom, devido a pandemia que atravessamos,
e aumentar o meu conhecimento sobre suplementos, dispositivos médicos, produtos de
dermocosmética, entre outros. Nestas agoes de formagao, os delegados de propaganda
médica apresentavam os produtos, referindo nao sé os seus beneficios do ponto de vista
clinico, como também nos elucidavam em relagao as suas contraindicagoes e interagoes,
proporcionando momentos de partilha de conhecimento. Uma formagao que me suscitou
muito interesse foi a proporcionada pela Pharma Nord, onde nos foi apresentado o
suplemento Bioactivo®Biloba Forte, contendo extrato de Ginkgo Biloba. Foi-nos explicado que
este suplemento é indicado para a memoéria (um comprimido por dia) e para as frieiras,
mantendo uma boa circulagao sanguinea, nao se devendo proceder a sua toma quando o
utente faz uma medicagao a base de anticoagulante nem o dar a pessoas com deméncia.

No caso das frieiras, recomenda-se a toma de dois comprimidos, quando se trate de
uma situagao grave, e, com melhoria, reduzir para um comprimido para manutengao. Sempre
que o utente se submeter a uma cirurgia, tera de descontinuar a toma deste 2 semanas antes.

Na minha opinido, estas formagoes sao essenciais para que se obtenha um
conhecimento detalhado de produtos que podemos recomendar e aconselhar aos utentes e,
deste modo, desenvolver técnicas de cross-selling, com o objetivo de ir ao encontro das
necessidades dos utentes, contribuindo para um aconselhamento farmacéutico eficaz e focado
no seu bem-estar. Com a pandemia atual, muitas agoes de formagao acabaram por ser
canceladas, o que acaba por prejudicar bastante as competéncias dos farmacéuticos. Deve-se

apostar mais nesta ferramenta, pois ela é essencial para a plenitude em saiude do utente.

2.4 Ameacas

2.4.1 Medicamentos esgotados e descontinuados

Atualmente, existem cada vez mais medicamentos esgotados quer seja por rutura de
stock, quer por medicamentos que foram descontinuados, nao sendo a responsabilidade da
farmacia. No estagio foram inimeras as vezes em que um utente se dirigiu a farmacia Rocha e
pediu um medicamento que nao tinhamos em stock. Tentava sempre encomendar aos

armazeéns, mas, muitas vezes sem sucesso. Torna-se sempre dificil explicar as pessoas que os
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medicamentos estao esgotados. Nestes casos, aconselhei um medicamento pertencente ao
mesmo grupo homogéneo. Contudo, a pessoa vé-se muitas vezes obrigada a suspender a
terapéutica por falta do medicamento, sendo fundamental encaminha-la para o médico. Muitos
utentes tém uma elevada aversao a levar um medicamento diferente, o que implica uma falha
ao nivel do seu plano terapéutico, podendo prejudicar a sua saude. Esta situagao pode ser uma
ameaga, pois um utente que se desloque a farmacia pretende sempre que esta tenha todos os
medicamentos que deseja. Caso contrario, o utente pode sentir-se desagrado, o que podera
contribuir para a desconfianga, fazendo com que deixe de ter determinada farmacia como a

sua referéncia, diminuindo a sua fidelizacao.

2.4.2 Conhecimento adquirido pela Internet e por familiares

Considero este conhecimento como uma ameaga, pois, ao longo do estagio, deparei-
me com situagoes no atendimento em que varios utentes pediam determinado medicamento
(muitas vezes MSRM) sem receita médica, ou porque tinham visto na Internet ou porque um
familiar lhe tinha dito que era muito eficaz. Em qualquer dos casos, tentava explicar que nem
todos os medicamentos ou produtos sao aconselhados para todos os tipos de utentes, sendo
necessario um aconselhamento mais personalizado. Contudo, muitas vezes, o utente considera
que tem razao e mais conhecimento de causa em relagao ao medicamento em si do que o

proprio farmacéutico, prejudicando a dinamica do aconselhamento focado na sua saude.

2.4.3 Locais de vendas de MNSRM

De acordo com o Decreto-Lei n.° 134/2005, de 16 de agosto, do Ministério da Salde,
«[o]s medicamentos nao sujeitos a receita médica para uso humano, adiante designados por
MNSRM, podem ser vendidos ao publico fora das farmécias [...]».° Este Decreto-Lei teve
como objetivo facilitar a acessibilidade por parte do utente e garantir uma redugao do prego
dos mesmos, dado que, nestes estabelecimentos, se conseguem precos mais baixos, devido a
campanhas e a descontos, aliciando assim os utentes e impedindo que estes comprem os
medicamentos nas farmacias. No artigo 2 deste Decreto-Lei, faz-se referéncia a necessidade
de existir pessoal qualificado (farmacéutico ou técnico de farmacia) para a dispensa de
MNSRM, algo que, nem sempre se verifica. Na minha opiniao, ao tentar facilitar-se o acesso
aos medicamentos, contribuimos para um aumento de casos de automedicagao e de
desinformagao em salde. Muitas vezes, as pessoas adquirem medicamentos nestes espagos
sem saber se € seguro efetuarem a sua toma, devido as suas patologias ou medicagao.

S6 através de um aconselhamento farmacéutico de exceléncia e cientificamente

correto para com os utentes, com o objetivo de um uso racional e cuidadoso do medicamento,
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poderemos incentivar as pessoas a adquirir todos os medicamentos que procuram nas
farmacias. Durante este estagio, tive o cuidado de consciencializar os utentes para a
importancia do medicamento para o bem-estar individual de cada um, evitando situagoes
graves que pudessem comprometer a sua saude, sensibilizando-os para a importancia em

adquirir os medicamentos numa farmacia.

3. Conclusdo

Findo o estagio, posso afirmar com seguranga que o balango do mesmo foi
extremamente positivo, na medida em que obtive conhecimentos fundamentais para a minha
formacao. Estou certo que, num futuro proximo, irei aplicar, diariamente, como farmacéutico,
todas as competéncias que adquiri, contribuindo para o meu sucesso profissional.

De facto, o estagio curricular assume uma importancia surpreendente na consolidagao
de conhecimentos tedricos ja aprendidos ao longo de 5 anos e a sua aplicagdio em contexto
pratico. Considero fundamental para os estudantes compreender nao sé toda a dinamica de
uma farmacia, como também a responsabilidade com que é necessario desempenhar todas as
fungoes, desde o trabalho de back-office até ao aconselhamento no atendimento.

Na Farmacia Rocha existe uma sensibilidade elevada com os utentes para que, em todas
as situagoes, as suas necessidades e preocupagoes sejam satisfeitas, através de um
aconselhamento personalizado e focado no utente, o que contribui para um bem-estar
individual e um cuidado exemplar da sua saude. Assim, evolui e ganhei competéncias a nivel
pessoal e profissional e na forma como lidar com os utentes, respeitando-os sempre.

Durante estes quase 4 meses, compreendi o papel imprescindivel de um farmacéutico
na comunidade, sendo este essencial para a saude publica, tendo um valor preponderante para
o bem-estar da populagao e contribuindo para uma harmonia em saiude. Na verdade, a
aprendizagem enquanto farmacéutico é continua, ja que todos os dias ha novos produtos para
conhecer e novos aconselhamentos para proporcionar. Para isso, € necessario procurar saber
sempre mais e melhor, para prestarmos um melhor auxilio ao utente.

Em suma, resta-me agradecer a toda a equipa da Farmacia Rocha. Desde cedo que me
senti incluido na mesma e com a vontade para esclarecer todas as minhas duvidas. O ambiente
familiar e de amizade da Farmacia Rocha foi, sem duvida alguma, um dos fatores mais
fundamentais para o sucesso do meu estagio e para a minha aprendizagem. Por tudo isto, o

meu mais sincero “Obrigado”.
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Figura I-1-A. Representagao esquematica da analise SWOT do estagio realizado em Farmacia Comunitaria, na Farmacia
Rocha.
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ANEXO 2

Caso Clinico |

Homem de 55 anos dirige-se a farmacia, mostrando uma fotografia da sua virilha e
queixando-se de comichao na zona que se encontra, nitidamente, bastante vermelha e irritada,

pedindo aconselhamento para esta situagao, que o incomoda.

Aconselhamento

Perante a sintomatologia mencionada pelo utente, presumo que se possa tratar de uma
micose, isto €, uma infecao causada por um fungo que atinge a pele. Por conseguinte, achei
por bem recomendar o Betadine® 40 mg/mL espuma cutinea, cujo principio ativo é a
iodopovidona (complexo composto por polivinil pirrolidona e por iodo), na dosagem de 4 g,
sendo um antissético que atua ao nivel da desinfecao e higiene da pele e das mucosas,
considerado como um adjuvante no tratamento ou profilaxia de micoses.® Apés aplicacio
cutanea, ha uma libertagao ao longo do tempo de iodo, o que permitira a morte de
microorganismos, gragas as suas propriedades microbicidas.® Aconselhei a lavagem com
Betadine® 40 mg/mL espuma cutinea na zona lesada e passar muito bem com 4gua.® Para o
tratamento da micose propriamente dita, aconselhei o Hadazin® 0 mg/g creme, em que | g
de creme contém 10 mg de clotrimazol, sendo este o principio ativo. Hadazin® é
recomendado no tratamento topico de infegoes provocadas por fungos suscetiveis ao
clotrimazol.” Esta substincia ativa é um antiflngico utilizado em afe¢des cutineas, sendo um
derivado imidazdlico com um largo espectro de agdo antimicotica.” Por conseguinte, o
clotrimazol inibe a sintese de ergosterol, induzindo danos estruturais e funcionais ao nivel da
membrana citoplasmatica.’

Por fim, referi que o utente deveria aplicar o creme entre duas a trés vezes por dia,
efetuando o tratamento durante | semana, aplicando uma camada fina na pele afetada. Antes
de cada aplicagio era essencial lavar com Betadine®40 mg/mL espuma cutinea com o objetivo
de limpar a pele, evitando consequéncias mais graves. Posto isto, o utente decidiu levar os
dois produtos. Passadas 2 semanas, regressa a farmacia, agradecendo o aconselhamento

prestado, pois tinha, de facto, melhorado bastante a sua condigao.

21



Caso Clinico 2
Senhora de 33 anos dirige-se a farmacia com receita de antibiotico (Amoxicilina +
Acido Clavulancio 875 mg/125 mg, comprimidos revestidos por pelicula) para o tratamento
de uma infegao urinaria, queixando-se da recorréncia com que tem tido este tipo de infegao

e pedindo ajuda para tentar evitar ou minimizar o problema.

Aconselhamento

Inicialmente, questionei a utente quanto a preferéncia por algum laboratério em
especifico, sendo que o medicamento pretendido foi Amoxicilina + Acido Clavulanico Mylan®
875 mg/125 mg, comprimidos revestidos por pelicula. Este antibiotico é recomendado para
infecoes urinarias de origem bacteriana, do grupo dos medicamentos antibacterianos
pertencendo a associa¢do de penicilinas com inibidores das beta-lactamases.® A amoxicilina
pertence a familia das penicilinas, que inibe enzimas na via de sintese do peptidoglicano
bacteriano, sendo este um constituinte da parede celular.® Sem este peptideo, ocorre lise
celular e posterior morte da bactéria.® Por outro lado, o acido clavulinico inibe enzimas beta-
lactamases prevenindo a degradacao da amoxicilina, nao possuindo um efeito antibiotico util
do ponto de vista clinico.? Reforcei junto da utente que teria de efetuar uma toma duas vezes
ao dia até ao fim da embalagem com uma administracao no inicio das refeicoes, para que
houvesse uma diminuicado do potencial de intolerancia gastrointestinal bem como uma
otimizacio da absorcio da Amoxicilina + Acido Clavulinico.®

Para além disto, recomendei o suplemento CISTISIL®, contendo arando vermelho
(Vaccinium macrocarpon), cavalinha (Equisetum arvense), uva ursina (Arctostaphylos uva-ursi) e
fruto-oligossacaridos (FOS), sendo destinado ao conforto urinario bem como para o bom
funcionamento da bexiga e do trato urinario.’

Tanto a uva ursina como o arando americano sao antisséticos urinarios muito usados
em pessoas com infegoes urinarias recorrentes (como a utente). O arando americano previne
infe¢oes no trato urinario, tendo como constituintes ativos principais as protoantocianidinas,
que irao evitar a formagao de biofilmes bacterianos, inibindo a aderéncia de bactérias ao
urotélio e favorecendo a agao do antibidtico no combate da infecao. Por outro lado, a uva
ursina tem como principal composto o arbutésido, tendo um papel coadjuvante com
propriedades anti-inflamatorias e antibacterianas. A cavalinha € um diurético vegetal, contendo
um elevado teor em ides potassio, favorecendo, assim, a eliminagao de agua e levando a um
aumento da taxa de filtragao glomerular. Neste suplemento, a cavalinha ira ter um papel na

terapéutica de lavagem, permitindo a remogao das bactérias. Por fim, os FOS (prébioticos)

22



complementam a agao dos constituintes anteriormente abordados. Posto isto, recomendei a
utente a toma de um comprimido de 12 em 12 h.

Posteriormente, recomendei também o Gino-Canesten® 10 mg/g creme vaginal
indicado para a candidiase vaginal recorrente bem como para a inflamagao dos labios vaginais
e zonas circundantes.'® A substancia ativa presente neste creme é o clotrimazol, sendo este
um antifungico derivado imidazélico com uma extensiva agao antimicotica, inibindo a sintese
de ergosterol, o que induz danos ao nivel da membrana citoplasmatica.'® Visto que a utente
tinha feito recorrentemente antibiotico, esta podera estar mais suscetivel a uma candidiase,
dai considerar pertinente este aconselhamento. Também I|he expliquei como utilizar o
aplicador vaginal de forma correta e que o tratamento com Gino-Canesten® |10 mg/g creme
vaginal deveria durar 6 dias consecutivos com uma aplicagio diaria a noite, ao deitar.'’

Em suma, relembrei a utente alguns cuidados que se devem ter como a ingestao
abundante de agua (aumento da diurese), o consumo de alimentos ricos em vitamina C (meio
acido fundamental para impedir a proliferagao bacteriana), nao retardar o ato de urinar e ter
também cuidados redobrados com a higiene intima, usando, por exemplo, o LACTACYD®
INTIMO Gel para Higiene intima Diaria 200 mL, contendo acido lactico, que contribui para a
regularizagcao do pH, promovendo a seguranca da zona intima da utente, diminuindo possiveis
problemas futuros, desempenhando, assim, uma agio preventiva.''

A utente mostrou-se muito agradada com o aconselhamento prestado e decidiu levar
todos os produtos por mim aconselhados, proporcionando um combate mais eficaz para esta

situagao recorrente.

Caso Clinico 3
Senhora de 40 anos dirige-se a farmacia, queixando-se que esta com diarreia e que

precisa de algo para resolver a situagao, pois tem uma reuniao a qual nao pode faltar.

Aconselhamento

Inicialmente, questiono a senhora sobre o facto de ter febre (em caso afirmativo,
indicar logo para o médico), ha quanto tempo estava assim, se ja tomara alguma coisa ou se
fizera algum tipo de medicagao diariamente. A utente esclarece que nao tem febre e que os
sintomas tinham surgido ha pouco tempo e que estava constantemente a ir a casa de banho
com dejegoes liquidas, nao apresentando mais sintomas. Além disto, afirma também que nao
faz qualquer tipo de medicagao didria nem tinha tomado nada para a situagao.

Como medidas farmacoldgicas, aconselhei o Imodium® Rapid 2 mg comprimido

orodispersivel, tratando-se este de um obstipante contendo loperamida.'” Este principio ativo
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liga-se aos recetores opiaceos da parede intestinal, inibindo a libertagao de acetilcolina e de
prostaglandinas,'? reduzindo, assim, o peristaltismo, o que se traduz num aumento do tempo

de transito intestinal.'?

O objetivo deste aconselhamento foi parar as dejegoes frequentes, por
uma questao de alivio, dado que a utente tinha uma reuniao fora de casa. Expliquei-lhe que
inicialmente deveria colocar dois comprimidos na lingua sem agua e depois, sempre que fosse
a casa de banho com diarreia, colocar mais um na lingua, tendo o cuidado de nunca ultrapassar
os 6 diarios.'” Para além disto, aconselhei-lhe também um simbiético, o Atyflor® 10 saquetas,
que contém sete estirpes de probidticos e FOS.” O objetivo deste aconselhamento foi
normalizar a flora intestinal sem provocar obstipacgao, ja que, numa situacao de diarreia, as
dejecoes frequentes desregulam-na, logo, o simbidtico iria repor a flora intestinal. A utente
deveria tomar uma saqueta por dia."

Por fim, decidi também aconselhar o Dioralyte® 20 Saquetas Sabor Groselha, que é um
po para solugao oral constituido por glucose (3,56 g), cloreto de sodio (0,47 g), cloreto de
potassio (0,30 g) e citrato dissédico (0,53 g), isto &, eletrélitos que permitem uma manutengao
do equilibrio hidroeletrolitico, minimizando o risco de desidratagao dado as deje¢oes
frequentes apresentadas pela utente.'* Devia tomar uma saqueta diaria, dissolvendo o p6 em
200 mL de 4gua," tendo-lhe também explicado que era essencial adotar medidas nao

farmacologicas como cuidados alimentares, evitar medicagao indutora de diarreia e a

diminuicao da ingestao de alcool.
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Parte 1l

Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica
Unidade Qualidade, Compliance e Regulamentar

Departamento de Compliance
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Bluepharma Industria Farmaceéutica S.A.

Estagio orientado pela

Dra. Ana Sofia Francisco da Silva



Lista de Abreviaturas

AIM - Autorizagao de Introdugao no Mercado

Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

API — Active Pharmaceutical Ingredient

AR - Assuntos Regulamentares

FDA - Food and Drug Administration

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
GMP - Good Manufacturing Practice

HPAPIs - Highly Potent Active Pharmaceutical Ingredients
MAD - Marketing Authorization Dossier

MBR - Manufacturing Batch Record

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MSDS - Material Safety Data Sheet

PA - Produto Acabado

PBR - Packaging Batch Record

PSA - Produto Semiacabado

PVC/PVDC - Policloreto de Vinilo/Policloreto de Vinilideno
QP&C - Qualidade do Produto e Compliance

SOP - Standard Operating Procedure

SPEC - Specification

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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l. Introducao

A Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), através de um plano de
estudos abrangente e completo, proporciona aos estudantes do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas (MICF) a realizagao de um Estagio Curricular no final do 5.° Ano,
noutras areas do medicamento. No meu ponto de vista, este segundo estagio é, sem duvida,
uma mais-valia para os estudantes, pois permite-lhes que tenham uma melhor percegao acerca
das possiveis saidas profissionais apés a conclusao do curso e que assimilem uma versatilidade
de competéncias, para se tornarem melhores profissionais de saude.

Neste sentido, com o objetivo de complementar a minha formagao académica e
adquirir uma maior diversidade de conhecimentos, decidi realizar um estagio curricular em
Inddstria Farmacéutica, pois esta surge como uma area que me suscita um elevado interesse
e curiosidade para o futuro. Apos um processo de candidatura e posterior entrevista, fui
selecionado para, de 3 de maio a 30 de julho, estagiar na Bluepharma Industria Farmacéutica
S.A., especificamente no Departamento de Compliance, integrado na Unidade de Qualidade,
Compliance e Regulamentar, em regime misto (presencial e teletrabalho), sob a orientagao da
Dra. Ana Sofia Francisco da Silva e da tutela do Dr. Henrique Miguel Bentes. Na verdade,
encarei esta nova etapa da minha formagao com um enorme sentido de responsabilidade e
com um elevado nivel de motivagao, dada a oportunidade que me foi proporcionada.

O presente relatorio de estagio incide, inicialmente, numa contextualizagao acerca da
Bluepharma®, do conceito de compliance e do departamento onde estagiei, apresentando-se
sob a forma de uma anadlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats), em que
pretendo, de forma estruturada, abordar, através de um ponto de vista critico e global, o
estagio realizado, mencionando, a nivel interno, os pontos fortes e os pontos fracos e, a nivel
externo, as oportunidades e as ameagas com que me deparei durante estes 3 meses de
aprendizagem (Anexo |). Por fim, através de uma breve conclusao, focar-me-ei no balango

global deste estagio, quer a nivel pessoal, quer a nivel profissional.

2. Bluepharma®

A Bluepharma®é uma empresa Farmacéutica portuguesa, com sede em Siao Martinho
do Bispo, em Coimbra. Iniciou a sua atividade em fevereiro de 2001, apos a aquisicao de uma
unidade industrial pertencente a multinacional Bayer.' Atualmente, o grupo Bluepharma®inclui
vinte empresas, onde tive oportunidade de estagiar, como referi anteriormente, na
Bluepharma IndUstria Farmacéutica, S.A.” A atividade da Bluepharma® percorre toda a cadeia
de valor do medicamento, desenvolvendo-se em trés areas: a produgao de medicamentos

proprios e para terceiros (essencialmente formas farmacéuticas sélidas, como capsulas e
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comprimidos); a investigacao, o desenvolvimento e o registo de medicamentos; e a
comercializagio de medicamentos genéricos.’

Ao longo de 20 anos de historia, é possivel constatar muitos marcos fundamentais no
seu crescimento. A Tabela 2-I-A ilustra algumas das muitas conquistas desta empresa.

Tendo em consideragao que a missao desta empresa consiste na «[...] investigacao e
desenvolvimento de medicamentos de elevado valor acrescentado e a continua aposta na
qualidade e inovagio dos seus processos de fabrico e comercializagio»,* torna-se importante
realcar o projeto “Bluepharma Acelera 2030”. De facto, com este projeto, pretende-se criar
um novo estabelecimento em Eiras, em que o enfoque sera a produgao de medicamentos que
incorporam highly potent active pharmaceutical ingredients (HPAPIs).’

Neste sentido, a Bluepharma®, ao desenvolver e comercializar novos produtos mais
complexos, sofisticados e com maior grau de inovagao, utilizando para isso tecnologias de
ultima geragao, permitira alcangar uma maior atratividade para o mercado internacional, bem
como diversificar o seu negocio, o que, na verdade, reforcara nao sé o seu exponencial
crescimento, mas também a sua posicao como uma referéncia global, transversal e de

exceléncia ao nivel da Industria Farmacéutica.’

3. Compliance

Com origem no verbo inglés “to comply” (que significa cumprir), compliance pode
definir-se como agir de acordo com ou em conformidade com a legislagao em vigor ou as normas,
isto é, conciliar as agdes, condutas e procedimentos com as exigéncias legais, éticas e
regulamentares de forma transparente. Assim sendo, torna-se percetivel que a aplicagao deste
conceito a nivel empresarial permite minimizar problemas que possam surgir ou detetar,
eliminar e evitar inconformidades no dia a dia.*”®

Posto isto, torna-se essencial compreender a aplicagao de compliance, numa perspetiva
farmacéutica. Sendo assim, e tendo em consideragao as informagdes providenciadas pela
european medicines agency (EMA), quer seja no desenvolvimento, no fabrico, no marketing ou
na distribuicaio de medicamentos, tem de haver conformidade com as normas e com as
guidelines das autoridades, o que evidencia a aplicabilidade deste conceito em todas as fases do
ciclo de vida do medicamento, garantindo que estas decorrem sem riscos, pois sé assim sera
possivel garantir a seguran¢a, a qualidade e a eficicia dos medicamentos quando
comercializados, minimizando os riscos para os doentes.’

De facto, a atividade desenvolvida neste departamento € uma mais-valia para contribuir
e assegurar que os medicamentos comercializados estao em conformidade com os requisitos

de qualidade.
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3.1 Departamento de Compliance

Durante 3 meses, estagiei no departamento de Compliance (um novo departamento
que surgiu em 2020, apés uma reestruturagao da empresa), fazendo parte da Unidade de
Qualidade, Compliance e Regulamentar da Bluepharma Industria. De referir que a equipa de
Compliance foi formada por colaboradores do departamento de assuntos regulamentares (AR)
e pelo antigo departamento da qualidade do produto e compliance (QP&C).

Neste departamento é gerido o ciclo de vida de um medicamento apos este ter obtido
uma autorizagao de introdugao no mercado (AIM). Aqui, verifica-se o impacto regulamentar
que a documentagao de Fabrico e Analitica pode ter no langamento de um medicamento para
o mercado ou na manuten¢ao de um dossier de AlM, que pode culminar numa alteragao
regulamentar aos termos de AIM.

Como ¢é possivel verificar na Figura | do Anexo 3, o departamento encontra-se
organizado em trés equipas fundamentais: a do Produto (Product Compliance), a da
Documentagao (Documentation) e a dos Materiais (Materials), tendo eu sido integrado na
equipa da Documentagao, mais concretamente na documentagao de Fabrico. As fun¢oes desta
equipa sao:

e Preparagao, revisaio e gestio da documentagao de Fabrico em rotina, isto &,
manufacturing batch record (MBR), packaging batch record (PBR) e FORMs (documento
para registo de atividades/tarefas);

e Verificagao e controlo da conformidade da documentagao de Fabrico com o dossier
de AIM;

e Verificagao de receitas de Fabrico e embalagem.

Deste modo, podemos perceber a importincia e obrigatoriedade em ter os
procedimentos e instru¢oes de Fabrico (desde a formulagao, matérias primas e equipamentos

usados, até aos processos e parametros criticos), em conformidade com o dossier de AIM.

4. Anilise SWOT

4.1 Pontos Fortes

4.1.1 Rececdo, acolhimento e integracao

Estes 3 meses de estigio comegaram no dia 3 maio com uma recegao na sede da
Bluepharma® em S. Martinho do Bispo, por parte do departamento dos Recursos Humanos.
Foi-me proporcionado, tal como aos restantes estagiarios, uma sessao de apresentacao da
organizagao da empresa e das fungoes desempenhadas, de forma geral, por cada
departamento. Infelizmente, dadas as contingéncias atuais, devido a pandemia que

atravessamos, nao foi possivel a realizagao da habitual visita as instalagoes da empresa. No final
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da rececao, foi atribuido a cada estagiario um tutor com a fungao de o acompanhar na sua fase
inicial e de o ajudar em questoes do dia a dia que pudessem surgir. Neste meu primeiro dia,
o meu tutor explicou-me e apresentou-me alguns locais-chave na empresa, para facilitar a
minha integragao. Para além disso, tive oportunidade de assistir a uma sessao de acolhimento
ministrada pelo presidente da Bluepharma® Dr. Paulo Barradas Rebelo, tendo-me sido
apresentados a missao, a histéria, os valores e as perspetivas futuras da empresa.

De facto, estes fatores, previamente mencionados, aliados a uma breve
autoapresentacao via Microsoft Teams, realizada por mim e por toda a equipa de Compliance,
em que foi possivel conhecer os seus elementos e as fungdes que desempenhavam,
permitiram-me, desde o primeiro dia, sentir-me a vontade e perder o nervosismo inicial,

motivando-me ainda mais para este desafio.

4.1.2 Equipa

Atualmente, a equipa do departamento de Compliance é composta por varios
colaboradores integrados nas equipas suprarreferidas. No geral, a equipa é bastante jovem,
muito competente, qualificada, profissional e com um elevado espirito de companheirismo
entre os seus varios elementos. Estas qualidades, aliadas a disponibilidade e preocupagao que
sempre prestaram para o esclarecimento das minhas davidas, quer presencialmente, quer em
teletrabalho, facilitaram, naturalmente, as fungoes que desempenhei durante o meu estagio.

O bom ambiente e a amizade, que desde cedo senti, foram, sem duvida, impares,
contribuindo, assim, para a minha integragao na equipa e na realidade profissional vivida numa

IndUstria Farmacéutica.

4.1.3 Metodologia Kaizen

Na Bluepharma®, é adotada a metodologia Kaizen, uma filosofia Nipénica que significa
melhoria continua.'® No caso concreto da IndUstria Farmacéutica, alguns desafios prendem-se
com o aumento da produtividade, da qualidade, da eficiéncia, da otimizagao de processos e da
eliminagao de agoes que nao possuem um valor acrescentado. Este conceito &, atualmente,
transversal a todas as 4reas e departamentos da Bluepharma®.

No caso em especifico do departamento de Compliance, é adotada esta metodologia,
ja que, diariamente, se realizam reunidces de Kaizen. Estas reunides, devido a pandemia que
atravessamos, realizam-se via Microsoft Teams e, tém, na generalidade, uma duragao curta,
apresentando como finalidade nao sé incentivar o envolvimento de todos os colaboradores,
como também controlar e melhorar os resultados e indicadores da equipa, pois s6 assim se

consegue uma melhoria de processos e a concretizagao dos objetivos pretendidos.

30



De facto, neste departamento, estas reunides encontram-se profissionalmente
estruturadas, pois centram-se em varios aspetos. Em primeiro lugar, abordam-se as
comunicagoes que cada colaborador pode expor, que interfiram com o trabalho da equipa,
para que haja um acompanhamento coletivo atualizado da situagao diaria e semanal do
departamento. De seguida, ha o preenchimento do plano de trabalho, bem como de
parametros relacionados com problemas detetados e ligoes aprendidas, que sao fulcrais para
que toda a equipa fique a par do trabalho desenvolvido por todos os colaboradores. Em certos
dias da semana, sao abordados determinados temas que, uma vez mais, contribuem para o
trabalho desenvolvido pelo departamento e sao essenciais para o seu bom funcionamento.

Nestes 3 meses de estagio, tive oportunidade de assistir as reunioes de Kaizen, e, a
meu ver, assimilei muitos conhecimentos e formas de otimizar o meu trabalho, pois a partilha
de temas e de informagoes fez-me nao sé conseguir relacionar conceitos como também ter
uma compreensao mais realista do trabalho e do espirito de entreajuda, que é necessario para

o bom funcionamento e sucesso de uma equipa na Industria Farmacéutica.

4.1.4 Formacdes internas

A Bluepharma® é uma empresa que aposta desde cedo na formagio dos seus
colaboradores, de forma a que estes adquiram competéncias e valéncias fundamentais para
desempenharem corretamente as fungoes que lhes sao atribuidas, contribuindo para o sucesso
da empresa. Além disso, estas formagoes tém também como objetivo contextualizar o novo
colaborador para os diferentes departamentos existentes e respetivas atividades, para as
medidas de seguranga e orientagao e as praticas e para o funcionamento e as politicas da
empresa.

Nos primeiros dias, assisti as sessoes formativas disponibilizadas nos success factors, das
quais destaco: “SGIl: Qualidade e GMP”, “VEEVA Vault”, “Ambiente, Seguranga e Saide no
trabalho”, “Melhoria continua”, “Assuntos Regulamentares” e “Farmacovigilancia”, que me
permitiram nao s consolidar conhecimentos que ja possuia como também me auxiliaram e
facilitaram as atividades que desenvolvi durante o meu estagio.

Para além disso, na primeira semana, foram-me ministradas pelos varios elementos da
equipa de Compliance, via Microsoft Teams, algumas formagoes que serviram para me
contextualizar acerca das fungoes, dos principios e objetivos do departamento e, também,
para compreender melhor a dindmica da equipa. Destas, considero importante destacar a
formagao proporcionada pela Dra. Carolina Almeida sobre codificagao e a formagao acerca
MBRs e PBRs, ministrada pela Dra. Inés Valada, que, a meu ver, foram essenciais para conseguir

desempenhar as tarefas propostas.
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Neste sentido, no inicio do meu estagio, foi também necessaria a leitura de standard
operating procedures (SOPs), adequadas as fungdes que iria desempenhar, das quais destaco a
de codificagao de materiais, a de sistemas de documentacao e as de preparagao e revisao de
MBRs e PBRs.

Como se pode verificar com o que suprarreferi, ha, sem duvida alguma, uma
preocupacio impar da Bluepharma®na formacio continua de colaboradores competentes com
as variadissimas formagoes que se encontram ao seu dispor. De facto, na minha otica, sinto
que o meu processo de integracao e aprendizagem foi, em muito, beneficiado pelo

investimento da empresa nesta area.

4.1.5 Plano de estagio

Apods completar a formagao inicial, realizei duas tarefas fundamentais ao nivel da
documentacao de Fabrico, tendo sido ambas a base da analise em detalhe dos PBRs e da
consulta dos MBRs. Estes dois documentos sao elaborados pelo departamento de Compliance
e tém de estar de acordo com o marketing authorization dossier (MAD). Em primeiro lugar, os
MBRs sao documentos que compilam as férmulas e as instrugoes de fabrico para cada produto,
lote e tamanho. Por outro lado, os PBRs compilam a informagao acerca das instrugoes de
embalagem para cada produto, lote e tamanho. Uma vez que o enfoque do meu estagio foram
os PBRs, queria apenas acrescentar que estes, para produto acabado (PA) para
comercializagao, tém de estar de acordo com o dossier do produto, com as good manufacturing
practices (GMPs), com a legislagao aplicavel e com as exigéncias locais requeridas pelo cliente
para o qual se destinam. Os PBRs incluem um certificado, os componentes do PA, o modo de
procedimentos e cuidados a ter ao nivel do acondicionamento primario, secundario e final, o
controlo durante o processo, a avaliagao do processo de desblisteragem, o rendimento e os
anexos para marcagao dos dados varidveis nas caixas e etiqueta da caixa final.

Ao nivel do trabalho desenvolvido durante o meu estagio, procedi a recolha, num Excel,
dos cédigos de produto semiacabado (PSA), presentes em cada PBR, fazendo correspondéncia
com as respetivas fontes de active pharmaceutical ingredient (APl) dos varios
fabricantes/fornecedores indicados nos MBRs. Apos isso, através da consulta de um
documento presente no SharePoint® (sistema interno de partilha e armazenamento de dados),
tinha que verificar quais eram as fontes de APl aprovadas para cada cliente da Bluepharma® e
perceber se, nos PBRs, existiam determinados cédigos de PSA correspondentes a fontes de
API que ja nao estavam aprovadas para esses clientes ou se esses clientes ja tinham aprovadas

outras fontes de APl novas, que correspondiam a cédigos de PSA que ainda nao constavam
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no PBR. Independentemente da situagao em si, os PBRs, a nivel de codificagao de PSA, teriam
que ser atualizados, pelo que notifiquei essas possiveis atualizagoes no documento efetuado.

Numa segunda fase do meu estagio, procedi a revisao e a atualizagcdo dos PBRs para o
novo layout (motivado pela recente mudanga no sistema de gestao documental) e referéncia
para as SOPs. Para o processo de revisao, utilizei o Excel que tinha criado, para atualizar os
codigos de PSA. Para além disso, através da consulta de varios documentos no SharePoint®,
foi-me possivel confirmar os varios constituintes do PA, como, por exemplo, o policloreto de
vinilo/policloreto de vinilideno (PVC/PVDC) e o aluminio (ambos constituintes dos blisters), a
caixa, a literatura e os selos. Além disso, através da consulta do dossier de AIM de cada
produto para cada cliente, através da secgao 3.2.P.8 — Stability, foi-me possivel confirmar o
prazo de validade aprovado para o produto. Ao nivel dos cuidados a ter, verifiquei a
serializagao dos produtos, se aplicavel, e consultei a material safety data sheet (MSDS) para cada
API, com o objetivo de atualizar os PBRs. No que diz respeito ao controlo durante o processo,
consultei a specification (SPEC) de PSA de cada cliente com o intuito de verificar e atualizar a
sua aparéncia. Realizei também a atualizagao do rendimento e introduzi o peso unitario teodrico
através da consulta dos MBRs. Por fim, procedi a atualizagao e/ou introdugao dos anexos
suprarreferidos.

Concluo, assim, que a multiplicidade de tarefas que desempenhei contribuiram para
compreender melhor nao s6 a forma como os varios departamentos se encontram
interligados como também a constante necessidade de se possuir uma documentagao

atualizada, para se estar sempre em compliance com o exigido pelas autoridades competentes.

4.1.6 Autonomia nas tarefas desempenhadas e confianca nos estagiarios

Durante o meu estagio, desempenhei algumas fungoes que me iam sendo atribuidas,
estando as mesmas previamente mencionadas neste documento.

Desde cedo, senti uma total confianga dos restantes colegas do departamento de
Compliance nas minhas capacidades e no meu empenho e dedicagao na realizagao das mesmas,
estando sempre disponiveis para me esclarecer em duvidas que me iam surgindo.

No meu ponto de vista, esta confianga que foi depositada em mim foi fulcral para que,
dia apds dia, sentisse mais seguranga nas minhas capacidades e colocasse em pratica os
conhecimentos adquiridos na faculdade e os transmitidos pela equipa. S assim foi possivel ter
desenvolvido competéncias de trabalho e de resolugao de problemas de forma critica e

autonoma, cumprindo, com sucesso, as tarefas desenvolvidas.
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4.2 Pontos Fracos

4.2.1 Duracio do estagio

Apesar de considerar a oportunidade de estagiar em Industria Farmacéutica uma
experiéncia Unica e enriquecedora, considero que 3 meses de estagio acabam por servir apenas
como uma breve consciencializagao acerca das varias atividades que sao aqui desempenhadas
e perceber, de forma geral, como estas se encontram interligadas nos varios departamentos.

Na minha opiniao, a duragao deste estagio acaba por ser insuficiente para que tenhamos
uma percecao mais detalhada, concreta e fundamentada da forma como as valéncias de um
farmacéutico podem ser aplicadas nesta area profissional, algo que considero fulcral para quem
tenha interesse em seguir este ramo.

No caso do departamento de Compliance, como referi anteriormente, este é essencial
para o bom desempenho de uma empresa. Logo, nao so sao executadas imensas tarefas como
também existe um elevado numero de procedimentos e conceitos a si inerentes, que,

infelizmente, nao sao possiveis de dominar em apenas 3 meses.

4.3 Oportunidades

4.3.1 Experiéncia em Induastria Farmacéutica

Durante o meu percurso na FFUC, houve varios momentos em que alguns docentes
abordavam a Industria Farmacéutica, estando esta em exponencial crescimento, como uma
saida profissional possivel para os estudantes de MICF. Naturalmente, fiquei durante estes
anos com uma ideia pré-concebida daquilo que poderia ser a aplicagio dos meus
conhecimentos neste ramo. Com esta oportunidade de estagio, apreendi, ainda que
genericamente, algumas das valéncias que um farmacéutico pode aplicar na industria e, assim,
passar a possuir uma ideia mais de acordo com a realidade do trabalho em industria, pois a
que tinha anteriormente em pouco se assemelhava a que tive agora a hipotese de presenciar.

Na verdade, algumas unidades curriculares, como Gestao e Garantia de Qualidade,
Tecnologia Farmacéutica (I, Il e lll) e Assuntos Regulamentares do Medicamento sao, a meu
ver, as essenciais, para adquirirmos conhecimentos que possamos aplicar em industria, tendo,
no meu caso especifico, consciéncia de que me foram Uteis.

Uma vez que o estagio surge como uma oportunidade de aprendizagem complementar
e de consolidagao de conceitos, considero que me poderei tornar num farmacéutico mais
competente, polivalente, versatil, diferenciado e proativo para a adaptagao ao mundo do

trabalho que se me avizinha.
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4.3.2 Desenvolvimento de soft skills e dominio do software Microsoft Teams

Nas atividades realizadas durante o meu estagio, previamente mencionadas neste
relatorio, utilizei algumas ferramentas com as quais ja estava familiarizado, como é o caso do
Microsoft Word e do Microsoft Excel.

Na verdade, para essas mesmas fungoes desempenhadas, tive que, muitas vezes,
consultar vérios Excel presentes no Sharepoint® da Bluepharma®, o que me permitiu
consolidar competéncias na sua utilizagdo, bem como interpretar a informagao ai organizada
e sistematizada. Este facto tornou-me mais apto para a realizagao do Excel referido em 4.1.5,
com o objetivo de o tornar o mais completo e percetivel possivel para ser utilizado pelos
colaboradores da empresa. Além disso, editei a checklist existente para a atualizagao e revisao
dos PBRs, de modo a torna-la mais completa e, nos casos em que os revi, foi sempre necessario
utilizar o Microsoft Word, logo, na minha opiniao, nao s6 apliquei como também desenvolvi
competéncias para a sua correta elaboragao.

Por outro lado, com o aparecimento da pandemia e a implementagao do teletrabalho,
surgiu o software Microsoft Teams, como uma ferramenta fundamental para a continuagao do
trabalho realizado pela Bluepharma®, ji que este software permite o estabelecimento de
reunioes e chamadas entre os varios colaboradores da empresa, facilitando, desta forma, a
comunicagao entre todos e a resolucio de problemas. Este software, através do Microsoft
Planner, permite a anotagao das tarefas que cada colaborador tem para realizar, estabelecendo
datas para as mesmas, o que contribui para uma maior organizagao do trabalho da equipa.

De facto, o meu conhecimento em relagao ao Microsoft Teams era bastante limitado,
mas considero que, com o estagio, tive a oportunidade de conhecer esta ferramenta e

conseguir domina-la para desempenhar as minhas fungoes no dia a dia.

4.4 Ameacas

4.4.1 Pandemia atual

Infelizmente, sinto que o meu estagio foi, de certo modo, condicionado pela pandemia
atual, que atravessamos ha ja quase 2 anos.

Apesar de ainda vivermos tempos de alguma incerteza, foi possivel té-lo realizado em
regime misto, dado a equipa ter adotado um regime de rotatividade semanal, cumprindo, deste

d . ® ~

modo, as normas implementadas pela Bluepharma® para a prevengao de contactos no local de
trabalho de colaboradores em modo presencial. Todas as semanas ia pelo menos 2 dias a
Bluepharma®, estando os restantes 3 dias em teletrabalho. Na verdade, ter a possibilidade de

estagiar em regime misto foi uma grande vantagem e um privilégio que, desde ja, agradeco.
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Contudo, considero que inicialmente houve alguma dificuldade da minha parte em me
adaptar ao teletrabalho. Muitas vezes, sentia que nao atingia o rendimento de trabalho que
pretendia e acabava por possuir um ritmo pouco coordenado e organizado. Felizmente,
habituei-me a esta realidade e melhorei em muito as minhas capacidades nesta vertente.

Contudo, apesar do breve convivio pessoal e profissional, com troca de conhecimentos
que tive com alguns colegas nos dias em que estagiava em modo presencial, nao tive
oportunidade de conhecer, na globalidade, o ambiente e a rotina de trabalho presencial que
existe entre todos os colaboradores no departamento de Compliance. No meu ponto de vista,
teria sido bastante enriquecedor ter assistido a uma reuniao de Kaizen realizada
presencialmente, para ter uma perce¢ao mais “palpavel” da dinamica da equipa.

Finalmente, queria apenas acrescentar que o facto de nao ter sido possivel visitar nem
conhecer todas as instalagdes da Bluepharma® nem os vérios departamentos desta empresa e
respetivos profissionais existentes nos mesmos, devido a pandemia, como ja referi, impediu
que obtivesse uma melhor percegao acerca da produgao e atividades desempenhadas por
outros departamentos, nao me permitindo uma melhor contextualizagao da interdependéncia

de todos os colaboradores e da sua importancia na Industria Farmacéutica.

4.4.2 Crescente exigéncia e requisitos de qualidade/compliance

Durante este tempo, apercebi-me, dia apods dia, da crescente exigéncia e requisitos de
qualidade/compliance, que tém de ser cumpridos para um bom funcionamento da empresa.

Nos dias de hoje, é notorio que os parametros de qualidade, eficicia e seguranga dos
medicamentos sao cada vez mais pormenorizadamente controlados e regulados para se
garantir um menor risco possivel para os doentes. Uma vez que a Bluepharma® tem um
elevado volume de exportagoes para muitos e variados territorios, € normal que seja auditada
com bastante frequéncia por entidades auditoras, que realizam inspegdes e auditorias de forma
a averiguar se os seus procedimentos e documentagao cumprem com o exigido, pois, caso
contrario, podem surgir nao conformidades indesejaveis. De facto, para que haja uma
harmonia na conformidade do produto final obtido, é necessaria uma comunicagao clara e
ativa nao so6 entre os varios departamentos como também entre a empresa e os respetivos
clientes para os quais o produto final se destina.

No caso em concreto da documentagao de Fabrico do Departamento de Compliance,
sao necessarias, constantemente, alteragoes nos documentos, que podem surgir por parte dos
clientes ou por mudangas nos setores da produgao e da embalagem. As alteragoes ao nivel da
produgao e da embalagem, que implicam modificagdes na documentagao, tém de ser

averiguadas com o cliente, pois podem implicar mudancas regulamentares nos termos de AIM.
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Tudo tem de estar, assim, conforme o exigido pelas autoridades, o que leva a uma sobrecarga

nas atividades desenvolvidas e a um aumento do volume de trabalho dos colaboradores.
Apesar destes fatores, nunca nos podemos esquecer que temos de ter sempre

presente que as melhorias efetuadas servem para garantir que os trés pilares fundamentais do

medicamento sao cumpridos.

5. Conclusao

Neste ultimo ponto do meu relatorio, sao varias as consideragoes que tenho de
abordar e analisar.

Em primeiro lugar, realgar, uma vez mais, a oportunidade que nos é proporcionada
pela FFUC em realizar um estagio em Industria Farmacéutica, que é fundamental para quem
tenciona enveredar por esta area profissional ou obter mais conhecimento sobre a mesma.

Por outro lado, com este estagio, foi possivel alargar os meus horizontes no que diz
respeito as possiveis saidas profissionais, que eu, futuro farmacéutico, posso ter ao meu
alcance, nomeadamente ao nivel da Industria Farmacéutica, e perceber, ainda que de uma
forma pouca aprofundada, de que forma o papel de um farmacéutico pode ser fundamental
neste ramo, dado que apliquei, no meu dia a dia, conhecimentos adquiridos em unidades
curriculares de MICF.

Para além do constatado, é com bastante satisfagao e orgulho que tenho consciéncia
do meu trabalho desenvolvido ao longo destes 3 meses. Alcancei os meus objetivos pessoais,
adaptei-me ao trabalho, desafiei-me a ser melhor e a aprender mais e considero que cumpri
com todas as tarefas que me foram sendo solicitadas.

Em relagao a equipa de Compliance, senti, desde o primeiro dia, o verdadeiro significado
de trabalho em equipa e de espirito de entreajuda. Dado o meu trabalho desenvolvido neste
departamento, a extraordinaria competéncia e profissionalismo de todos os colaboradores da
equipa e o ambiente presenciado, desenvolvi um elevado gosto por esta area, que, até entao,
pouco conhecia. Tenho, sem duvida alguma, de agradecer a toda a esta equipa, pois nao s6 me
integraram e ajudaram, como também me fizeram crescer enquanto pessoa e profissional,
gragas aos ensinamentos que me foram transmitidos. Leva-los-ei comigo para, eventualmente,
me poder vir a tornar num farmacéutico competente.

Em suma, considero que a Bluepharma® foi a escolha ideal para um primeiro contacto
com a Industria Farmacéutica, dado o seu rigor, os seus valores e a sua missao, que a tornam
numa empresa de exceléncia. A todos com quem tive oportunidade de privar e aprender, o

meu mais sincero “Obrigado”.
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ANEXO |

Pontos Fortes ‘, Pontos Fracos

Rececdo, acolhimento e integracao.
Equipa.

Metodologia Kaizen. Duracdo do estagio.
Formacoes internas.
Plano de estagio.

Autonomia nas tarefas
desempenhadas e confianca nos
estagiarios.

Oportunidades

Experiéncia em Industria Pandemia atual.
Farmacéutica.

Crescente exigéncia e requisitos de

Desenvolvimento de soft skills e qualidade/compliance.

dominio do software Microsoft Teams.

Figura I-1-A. Representagio esquematica da analise SWOT do estigio realizado no departamento de Compliance na

Bluepharma Industria Farmacéutica S.A.
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ANEXO 2

Tabela 2-1-A. Enumeragio de alguns marcos histéricos alcangados pela Bluepharma®, constantes no website da empresa.!

Ano

2002

2003

2008

2009

2016

2019

2020

Marco histérico alcancado

Constituicao da Bluepharma Genéricos.

Obtencao de certificagbes em qualidade (ISO 9001/2000), ambiente (ISO
14001/1999) e seguranca e saide ocupacional (OHSAS 18000).

Langamento do primeiro medicamento desenvolvido in-house.

Obtencao da certificacdo da food and drug administration (FDA) para o
desenvolvimento e producao de formas sélidas.

Obtencio da certificagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) do
Brasil.

Dupla distingao nos Prémios Boas Praticas INFARMED 25+, nas categorias de
"Exportagio” e "Exportagido de Genéricos".

Inicio das obras de expansao em Sao Martinho e do projeto ONConcept® (Eiras).
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ANEXO 3
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Figura 3-1-A. Representagio esquematica da estrutura do departamento de Compliance.
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“Nanocelulose: avancos e perspetivas futuras em

tecnologia farmacéutica”
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Lista de Abreviaturas

3D - Tridimensional

ADN - Acido desoxirribonucleico

AgNO; - Nitrato de prata

AgNPs — Nanoparticulas de prata

AGU - Unidades anidro-D-glucopiranose
BNC - Nanocelulose bacteriana

CacCl, - Cloreto de calcio

CFU - Unidades formadoras de colonias
ChOx - Colesterol oxidase

CNCs - Nanocristais de celulose

CNFs - Nanofibras de celulose

CNWs - Nanowhiskers de celulose

CSos— Oligossacarideo de quitosano

CV - Voltametria ciclica

DCF - Diclofenac

DES - Deep eutectic solvent; solvente eutético profundo
DPPH - 2,2-difenil- | -picril-hidrazilo

DSC - Calorimetria diferencial de varrimento
ECM - Matriz extracelular natural

GLU - Glutaraldeido

GOx - Glucose oxidase

GRAS - Generally recognized as safe

H,O, - Peroxido de hidrogénio

HAp - Hidroxiapatite

HDA - Hexadecilamina

HEC - Fibroblastos para ligamentos humanos
HLC - Células endoteliais vasculares humanas
HNE - Elastase neutrofilica humana

IL-8 = Interleucina 8
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LI - Liquido i6nico

LOD - Limite de detegao

LOQ - Limite de quantificagao

MCC - Microcristais de celulose

MFC - Celulose microfibrilada

MRI - Imagiologia por ressonancia magnética
mMmRNA - RNA mensageiro

NaOH - Hidroxido de sédio

NC - Nanocelulose

NCC - Celulose nanocristalina

NFC - Celulose nanofibrilada

PANi - Polianilina

PBS - Tampao fosfato salino

PHMB - Polihexanida

PMGly - Poli-(N-metacriloil glicina)
PPY - Polipirrol

PTX - Paclitaxel

PVA - Acetato de polivinilo

PVP - Polivinil pirrolidona

R&D - Investigagao e desenvolvimento
RSD - Desvio padrao relativo

SA - Alginato de sodio

SAY% — Atividade sequestrante

SBF - Fluido corporal simulado

SPE - Elétrodo serigrafado de carbono
TCP - Placa de cultura de tecidos
TEMPO - Radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina- | -oxil
TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa
TPP - Tripolifosfato

VC - Vitamina C

XRD - Difracao de raios X
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Resumo

A procura de novos excipientes com propriedades versateis, que sejam sustentaveis,
renovaveis e baratos € uma necessidade premente da tecnologia farmacéutica. A nanocelulose
(NC) surgiu como uma nova solugao face aos desafios emergentes do mundo da investigacao
e do desenvolvimento. Uma vez que é dotada de facetas e caracteristicas excecionais, torna-
se essencial a sua abordagem numa perspetiva biomédica e tecnoldgica. Nesta revisao, sao
enumerados os tipos de NC e as suas excelentes caracteristicas, bem como algumas das suas
propriedades a nivel de toxicidade para o organismo humano. Para além disso, esta monografia
tem como enfoque a exposicao e discussao das suas diversas aplicagoes, em que a NC tem
conduzido a obtengao de resultados promissores e surpreendentes no panorama cientifico.
Neste trabalho, de modo a realcar a evolugao deste excipiente, foram abordadas as patentes,
o mercado e as perspetivas futuras. Na verdade, o objetivo primordial foi elucidar as
potencialidades e o crescimento exponencial da NC para fazer face aos novos desafios e

revolucionar o mundo tecnolégico.

Palavras-chave: Nanocelulose, Toxicidade, Engenharia de Tecidos, Cicatrizacao de Feridas,

Sistemas de Libertacao de Farmacos, Biossensores, Patentes, Perspetivas Futuras.

Abstract

The search for new excipients with versatile properties that are sustainable, renewable and cheap is
a pressing need for pharmaceutical technology. Nanocellulose (NC) arisen as a new solution to the
emerging challenges of the world of research and development. Since it has exceptional facets and
characteristics, it is essential to look at it from a biomedical and technological perspective. In this
review, the types of NC and their outstanding characteristics are listed, as well as some of their
properties related to their toxicity to the human body. Furthermore, this monograph focuses on the
presentation and discussion of the diverse applications in which NC has led to promising and surprising
results in the scientific panorama. In order to shed light on the development of this excipient, patents,
the market and future perspectives are addressed. The main objective was to highlight the potential

and exponential growth of NC to face new challenges and revolutionize the technological world.

Keywords: Nanocellulose, Toxicity, Tissue Engineering, Wound Dressings, Drug Delivery Systems,

Biosensing, Patents, Future Perspectives.
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l. Introducao

.1 Celulose

A celulose de formula quimica (C¢HoOs)n, em que n é o grau de polimerizagao, é um
excipiente bastante conhecido e pode até ser considerado como o biopolimero mais
abundante no nosso planeta. Este excipiente pode ser encontrado na parede de células de
determinadas plantas, em alguns animais marinhos podendo, inclusivamente, ser produzido
por determinadas bactérias.' No que diz respeito as suas caracteristicas, a celulose é um
carboidrato constituido por unidades anidro-D-glucopiranose de longa cadeia (AGU), que
estao ligadas covalentemente entre o grupo equatorial do atomo de carbono | e o 4tomo de
carbono 4 (ligagao glicosidica B — 1,4). Para além disso, é importante referir que ha trés grupos
hidroxilo por cada AGU na estrutura quimica da celulose (com excegao das unidades
terminais). Estes grupos hidroxilo interagem uns com os outros através do complexo de
ligagoes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares, formando-se, assim, uma
estrutura supramolecular com regioes cristalinas ordenadas. As regioes cristalinas intercalam-
se com regioes amorfas organizadas de forma aleatoria, contribuindo para que as primeiras se
mantenham unidas. A celulose pode ser convertida num elevado niumero de derivados por
funcionalizacio, conferindo, deste modo, novas aplicagoes.” ¥+ >

a estrutura molecular da celulose.
OH

OH

HO
OH

=

HO

HO OH
OH

Figura l. Estrutura molecular da celulose.

A celulose é um biopolimero excecional com caracteristicas unicas, que tem vindo a
ser utilizado a nivel da inddstria farmacéutica como excipiente em inUmeras aplicagoes. Neste
sentido, a celulose tem sido modificada e otimizada com vista a obtengao de performances mais

sustentaveis e derivados que cumpram com maior rigor as fungdes exigidas." %% '% "

1.2 Nanocelulose

Com o objetivo de tentar resolver alguns desafios tecnolégicos, como por exemplo, a
crescente exigéncia na obtencao e utilizagao de materiais com propriedades versateis, baratos,

’ . ’ . . f 12
sustentaveis e renovaveis, surgiu a nanocelulose (NC) como sendo uma celulose inovadora,
sustentavel, biodegradavel e biocompativel, embora nio seja degradada no corpo humano."
Foi descrita pela primeira vez em 1951 por Bengt Rdnby como «bundles of cellulose molecules
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forming micelles in aqueous colloidal solutions».” '* Estes nanomateriais de celulose’ apresentam
uma das suas dimensoes na ordem da escala nano, isto &, no intervalo entre | a 100 nm. A
NC pode ser utilizada em diferentes aplicagoes. Tal facto depende nao sé do processo de
obtencao como também da relagio entre a estrutura e as propriedades, as quais estao
relacionadas com a fonte de onde sido obtidas.”> A NC esta disponivel em abundéncia na
natureza, podendo ser extraida de plantas (ex. madeira) e animais, por tratamento (quimico,
mecanico ou enzimatico), com vista a removerem-se os residuos de lenhina e hemicelulose e
desconstruir a estrutura hierarquica da celulose. Na verdade, a NC é obtida maioritariamente
através de tratamento quimico de vérios polimeros renovaveis.'> Algumas caracteristicas
Unicas deste excipiente sio a elevada porosidade, flexibilidade,'® resisténcia, rigidez e area de
superficie,'® possuindo uma estrutura cristalina rigida, uma boa absorgio e retencio de 4gua."
Evidencia, também, propriedades reologicas e térmicas, com vista a utilizagdo em sistemas de
libertagao de farmacos ou como hidrogéis. A forma em bastonete, a quimica de superficie
modificavel, a estabilidade mecanica extraordinaria'? e a interacio favoravel com células vivas'’
apresentam-se como outras particularidades. Todas estas caracteristicas tém cativado a

atencio da comunidade cientifica.' % %% 10 11: 12:18:19: 20

1.3 Aspetos citotéxicos, imunogénicos e genotoxicos da NC

Em termos globais, consideramos que as aplicagdes comerciais da NC sao seguras e
biocompativeis. A biocompatibilidade da NC depende de varios fatores, como as propriedades
estruturais da NC, a concentracao aplicada, os modelos de estudo, os tipos de células, o
tempo de exposicao, a forma, a area de superficie, a carga, a pureza, a fonte do material, o
modo de preparagao da NC, o grau de aglomeragao no meio de cultura, o comprimento das
fibras e a contaminagio com endotoxinas e glucanos.?" ?* ?* ** 2 Para avaliar o potencial
citotoxico, imunogénico e genotoxico sao necessarios estudos para perceber se existem
riscos para a saude humana apos uma exposi¢cao prolongada e repetida a materiais a base da
NC e perigos derivados da sua relagdo estrutura-atividade.'® >

De facto, alguns estudos evidenciaram que existia um potencial téxico limitado em
termos de citotoxicidade da NC.?*¥ Nos estudos de ENDES et al.*** concluiu-se, através da
utilizacao de um tecido epitelial humano, que a NC obtida de algodao e de tunicata nao
apresentava citotoxicidade quando depositada nas células. Por outro lado, um estudo de
MAHMOUD et al*® evidenciou a citotoxicidade da NC em células renais embrionérias
humanas. Num estudo mais recente de DELOID et al.’' avaliaram-se os efeitos toxicoldgicos
da NC ingerida tanto in vitro como in vivo. Este excipiente ainda nao recebeu o estatuto de

GRAS, isto é, “generally recognized as safe”, o que denota, uma vez mais, a importancia destes
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estudos para avaliar a sua influéncia no organismo humano, quando, por exemplo, sao
utilizados com farmacos em sistemas de libertacao. A toxicidade celular in vitro foi avaliada
através da utilizagdo de um simulador do trato gastrointestinal para digerir os materiais.
Posteriormente, utilizou-se um modelo de cultura tripla do epitélio do intestino delgado para
avaliar os efeitos da incubagao com os materiais digeridos num dia ao nivel da integridade da
membrana celular, citotoxicidade e stress oxidativo, nao se tendo verificado alteragoes

significativas.’’

Por outro lado, a toxicidade in vivo foi avaliada em ratos aos quais foi
administrada uma suspensao de NC, duas vezes por semana durante 5 semanas. Foram
recolhidas para posterior andlise amostras de sangue, de soro, do pulmao, do figado e do
intestino delgado. Nao se verificaram diferencgas significativas a nivel hematoldgico nem nos
marcadores séricos. Em termos histologicos, nao se detetaram diferencas entre o controlo e
os ratos que receberam NC.»' Em suma, estes resultados vio ao encontro de alguns ja
analisados, em que se pode concluir que a NC é nio téxica ou é minimamente téxica,”
principalmente numa administragio (nica ou em baixas doses de NC.'"

No seguimento desta analise, é também essencial avaliar o potencial de uma resposta
pro-inflamatéria do sistema celular em estudo quando em contacto com as nanoparticulas.
Alguns estudos evidenciaram, na sua maioria, nao existir uma inducio de mediadores de
resposta inflamatéria como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 8 (IL-8).”
Contudo, outros estudos evidenciaram que a NC pode provocar reagoes inflamatorias apos
exposi¢io pulmonar.”® De facto, apesar de ja existirem evidéncias, sio necessirios mais
estudos para averiguar corretamente o risco, mediado por uma resposta imunologica, destes
materiais para a saide humana.'® Nio obstante, é fundamental compreender o potencial
genotoxico da NC, isto &, a sua capacidade em danificar ou alterar a informagao genética de
uma célula. Infelizmente, sao ainda poucos os estudos que avaliam o seu potencial genotoxico.
Estes sao, efetivamente, essenciais quando se procede a modificagdes ao nivel da superficie da
NC (funcionalizagao), pois podem surgir riscos para as células.'® Num estudo, KOVACS et al.”
demonstraram que uma exposicao até 2 mg/mL nao causou alteragdes no acido
desoxirribonucleico (ADN) das células. Por outro lado, LIMA et al.”’ evidenciaram que a NC
mostrou a capacidade de induzir alteragoes estruturais no ADN e na mitose. Podemos, assim,
verificar que alguns estudos revelaram um baixo risco da NC, embora noutros tenham sido
obtidos resultados opostos. De facto, podemos reforcar que isto se deve aos diferentes
sistemas celulares utilizados, a origem do material, ao tratamento e caracterizagao, as doses
de exposicao celular, entre outros fatores. No entanto, os resultados globais permitem inferir
que a NC apresenta um risco limitado. Nos estudos em que foram evidenciados riscos

associados, verificou-se que uma diminui¢ao nas dimensoes da NC minimizaria o risco de
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efeitos adversos bioldgicos. Os dados da exposicao aguda relatados sobre a relagao estrutura-
atividade da NC indicam que estes nio representam um risco maior para o ser humano.'®*
Em suma, sao necessarias investigagoes adicionais, nao sé para que estas incidam nestes
aspetos da NC, para entender melhor os seus efeitos no organismo humano, como também
para corroborar evidéncias ja conhecidas e permitir um maior grau de proximidade de
resultados em termos de exposicao humana, ja que estes fatores sao a chave para que a

utilizagdo deste excipiente seja uma mais valia para uma variedade de aplicagdes.'® %" 3

2. Tipos de NC e respetivas caracteristicas

Atualmente, existem trés tipos de NC: a nanocelulose bacteriana (BNC), as nanofibras
de celulose (CNFs) ou celulose nanofibrilada (NFC) e os nanocristais de celulose (CNCs) ou
celulose nanocristalina (NCC) ou nanowhiskers de celulose (CNWs), podendo ser extraidos
de bactérias, plantas (por exemplo, madeira) ou de animais (por exemplo, tunicatas), por
varios métodos,'” apresentando dimensdes dependentes da fonte de celulose de onde sio

extraidos (Anexo 1).”

2.1 Nanocelulose bacteriana

A BNC é um nanoproduto renovavel e em crescimento, devido as suas excelentes
caracteristicas, sendo sintetizada através de fermentagdo por algumas bactérias,
maioritariamente pela Gluconacetobacter xylinus, como um polimero, a partir de fontes de
carbono de baixo peso molecular, nio tendo origem nem animal nem humana.”* A BNC ¢
segregada pelas bactérias como um produto extracelular da fermentagao, sendo submetida a
posterior lavagem com hidroxido de sodio (NaOH) para a sua obtengao. Este tipo de NC
consiste numa rede emaranhada e interconectada de fibras de celulose pura (sem lenhina nem
hemicelulose) semelhantes em tamanho as fibras de colagénio, sendo dotada de uma elevada
deformabilidade, elasticidade e suavidade, podendo ser alterada consoante a aplicagao
pretendida.'* ¥ *® A sua estrutura tridimensional (3D) nanofibrilada e nanoporosa tem
excelentes caracteristicas como a capacidade de incorporar elevadas quantidades de principios
ativos, facilitando o seu transporte, resultando num elevado racio drea de superficie/volume,*
e um significativo modulo elastico, o que revela uma elevada rigidez. A BNC é mais pura,
hidrofilica e flexivel, relativamente a celulose proveniente de origem vegetal.'”” Apresenta,
também, um efeito barreira eficaz a entrada de microrganismos,” ***' boa estabilidade térmica,
elevado teor em humidade (90%) e um elevado grau de polimerizagio.'? Para além disso, forma
hidrogéis estaveis podendo conter até 99% de agua, permitindo a manuten¢ao de um ambiente
humido uma vez aplicada em feridas, possui um efeito refrescante e uma capacidade de

absorgao de exsudatos durante a fase inflamatoria, apresentando também uma boa retengao
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e elevada capacidade de ligacio e absorcio de agua.””***' Neste sentido, possui ainda uma boa
hemocompatibilidade,”” uma elevada cristalinidade e 6timas propriedades para a preparagio
de scaffolds.' * Além disso, este tipo de NC apresenta-se como o mais vantajoso para
aplicagao em biossensores.'® Apresenta como contrapartidas um elevado tempo de extragio
e a necessidade de existéncia de ambientes altamente esterilizados para o cultivo e colheita

das bactérias 152;8;9; 10; | 1; 44; 45

2.2 Celulose nanocristalina

Relativamente a NCC, esta apresenta uma estrutura nanocristalina com particulas em
formato “rod-like”,'’ com regides predominantemente cristalinas. Segundo alguns estudos,
como o de THOMAS et al.®, a NCC também pode ser descrita como microcristais de celulose
(MCCQ) do tipo “rod-like”. A NCC pode apresentar-se como pequenos segmentos cristalinos
que se encontram na NFC, ou seja, a NCC pode obter-se a partir da NFC, removendo apenas
as partes amorfas que conectam estes segmentos cristalinos na sua estrutura. Contudo, este
método nao é o mais utilizado pela comunidade cientifica para a sua obtengao. Deste modo,
a NCC proveniente desta fonte apresenta um tamanho inferior em relagio a NFC.*** Por
outro lado, a NCC também se pode obter através de plantas e animais, sendo considerada
barata, proveniente de recursos sustentaveis, muito abundante na natureza e ambientalmente
vantajosa.*® O método mais comum para a obtencio de NCC a partir da celulose é a hidrélise
com acido forte (acido cloridrico, sulfurico ou fosférico), que permite a dissolugao das partes
amorfas intrinsecas, mantendo apenas os dominios cristalinos. A NCC, para além de possuir
uma estrutura cristalina intrinsecamente forte,” apresenta também propriedades como
biocompatibilidade e biodegradabilidade,'® 6timas para, por exemplo, proporcionar um
ambiente ideal para o crescimento celular e desenvolvimento de tecidos.” Apresenta também

*1*2 vasta 4rea de superficie,'® elevada

uma boa hidrofilicidade® e porosidade, baixa densidade,
estabilidade, resisténcia mecinica e rigidez*® e excelentes propriedades oticas.? Curiosamente,
é capaz de mimetizar a estrutura das fibras de colagénio do osso.””> Contém um elevado
nimero de grupos hidroxilo que podem ser modificados para inimeras funcionalidades® e
apresenta-se carregada negativamente, o que a torna 6tima para uma ligagao de elevadas
quantidades de farmacos a sua superficie.* Contudo, possui uma flexibilidade limitada, porque

nao tem as regides amorfas." >&% %!

2.3 Celulose nanofibrilada

No que diz respeito a NFC, esta caracteriza-se por fibras individuais e nanofibras
acumuladas® com regides amorfas e cristalinas uniformes, provenientes de plantas e algas,

podendo ser extraidas por tratamento quimico, mecanico ou enzimatico. A Unica diferenga
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entre a celulose microfibrilada (MFC) e a NFC é em relagao ao diametro, uma vez que na
primeira este se apresenta na escala micro e na NFC na escala nano.'” A extragio obtida a
partir da madeira é realizada por oxidagao mediada por hipoclorito de sédio com quantidades
cataliticas de bromato de sddio e do radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO),
sendo este um dos pré-tratamentos mais utilizados.> Este pré-tratamento ocorre numa regiao
especifica, oxidando o Cé da molécula de glucose em grupos carboxilo. Esta oxidagao facilita

> Como

a obtengio de nanofibras estruturalmente homogéneas e individualizadas.’
caracteristicas, apresentam um elevado nimero de grupos hidroxilo a superficie,”® possuem
um baixo peso, sao biocompativeis e biodegradaveis. Apresentam, ainda, uma boa porosidade
e sustentabilidade,” um bom rendimento, favoravel efeito barreira®® e adequadas propriedades
fisico-quimicas e reolégicas.”® A NFC caracteriza-se igualmente por uma rede emaranhada de
fibras flexiveis e longas com elevada capacidade para captacio de 4gua,”® o que lhes confere
caracteristicas semelhantes a géis, quando em agua (hidrogéis), apresentando uma elevada area

55; 59

de superficie especifica e natureza hidrofilica, o que possibilita a interagao com farmacos

pouco soltveis.” *® Para além disso, podem atuar como estabilizadores de emulsdes.”” Através
da modificagao das propriedades fisico-quimicas e da via de sintese, podemos obter varias

formas de NFC, como filmes, aerogéis, hidrogéis e suspensoes de gel.** Os filmes de NFC sao

6l; 62

translicidos, apresentam uma baixa porosidade e sao resistentes, permitindo uma boa

absorcio de liquidos e monitorizagido de exsudatos,' %8 % 19 !1:555% €3

2.4 Dimensoes dos trés tipos de NC

Dado nao existir um consenso na comunidade cientifica quanto aos intervalos de
tamanho dos varios tipos de NC, a Tabela |, adaptada de THOMAS et al.?, mostra um padrio
de intervalos de dimensdes deste excipiente. Além disso, nesta tabela, é ilustrada uma
morfologia convencional para os trés tipos de NC através de imagens obtidas por microscopia

eletrénica, adaptada de ABITBOL et al.**

Tabela |. Padrao de intervalos de tamanho e morfologia convencional da NC, juntamente com outras
articularidades.® *
Tipo de Fontes mais Processo de 2T Morfologia
- Tamanho médio -
nanocelulose comuns Obtencao convencional
Alcoois e aglcares de | Sintese Comprimento: alguns ym; ~
BNC baixo peso molecular | bacteriana Diametro: 20-100 nm
Algodao, madeira, | Hidrdlise acida | Comprimento: alguns pm;
NCC linho, arroz, tunicina, Diametro: 5-60 nm
trigo, Avicel®, e algas
Madeira, batata, linho, | Tratamento Comprimento: 100-250 nm
canhamo e beterraba | quimico, (obtidos das plantas) e 100
NFC mecanico e | nm a alguns pm para as
enzimatico restantes fontes;
Diametro: 5-70 nm
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3. Aplicacdes biomédicas e em tecnologia farmacéutica

Nos ultimos anos, os varios tipos de NC tém vindo a ser utilizados em inimeras
aplicagoes (Anexo 2), destacando-se, neste trabalho, as aplicagoes biomédicas e na tecnologia
farmacéutica (Anexo 3). Para além das caracteristicas ja apresentadas anteriormente, os trés
tipos de NC podem ser modificados quimica e estruturalmente para as aplicagoes pretendidas,
o que, uma vez mais, realca o seu interesse e curiosidade,' %% 1% 11121835 6 pogtg jsto, este
trabalho prossegue com a exploragao das aplicagdes em que este excipiente foi estudado, tais
como sistemas de libertagao de farmacos, scaffolds para a engenharia de tecidos, implantes
médicos, agentes antimicrobianos, biossensores, enxertos vasculares, apositos para
queimaduras e cicatrizacio de feridas, entre muitos outros.'”*’ Estas aplicacdes, juntamente

com alguns exemplos, serao abordadas ao longo das proximas secgoes.

3.1 Aplicacio na engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos surge como uma técnica eficiente ao nivel da reparagao,
melhoria ou substituicao de tecidos e 6rgaos danificados. Consiste no isolamento e inoculagao
de células especificas em scaffolds, construindo substitutos funcionais.'" '% ¢ ¢7 68 6% 70:71: 72
objetivo principal de um scaffold é fornecer uma base 3D para direcionar a fixagao, proliferagao
e diferenciagdo celulares, com promocio da formagio de tecidos.””’* Para isso, estes tém que
se apresentar como biocompativeis, com porosidade controlavel, versatilidade 3D, capacidade
de aderéncia as superficies e capacidade em mimetizar a matriz extracelular natural (ECM),
um componente essencial do tecido nativo, o que permite obter transportadores temporarios
para a diferenciagio, proliferagio e crescimento celular.'’ ® ¢7 % ¢ 7% 70 A arquitetura dos
scaffolds € uma das componentes principais da resposta bioldgica que determina o sucesso da
reconstrucio do tecido.”” Alguns exemplos sio a pele, vasos sanguineos, musculos, discos
intervertebrais, ossos e ligamentos.

Assim, tendo em consideragao as caracteristicas da NC previamente abordadas, mais
concretamente a elevada area de superficie (permite a fixagao de células), modificagoes na
superficie (favorece a aderéncia celular) e a elevada porosidade (que permite a infiltragcao de
células e difusao de nutrientes), este excipiente assume uma importancia redobrada na
obtencio de scaffolds.”’ A Tabela 4-1-A apresenta uma lista de aplicacdes deste excipiente na
engenharia de tecidos. Nesta sec¢ao do trabalho, serao abordados os estudos de AHREM et

al.””, NIMESKERN et al."”’, LAM et al.”’, ABOUZEID et al.”” e MATHEW et al.”®, para uma melhor

compreensao das vantagens deste material na engenharia de tecidos.
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3.1.1 Obtencao de hidrogéis de BNC para implantes de cartilagem

Num estudo de AHREM et al.”® foram exploradas as favoraveis propriedades da BNC
para a sua utilizagao como um possivel implante de cartilagem. Para tal, foram produzidas BNC
em meio enriquecido com glucose em condi¢oes aerobias, partindo da Gluconabacter xyliuns
para a sua sintese. A bactéria sintetizou um hidrogel de superficie plana muito cristalino,
composto por uma rede nanofibrilada 3D. As nanofibras da BNC mostraram ser comparaveis
as das matrizes de colagénio. Estes fatores favorecem a aderéncia e previnem a re-
diferenciagio de células do tecido conjuntivo, como é o caso dos condrécitos.””” Contudo,
estes hidrogéis apresentaram poros com tamanhos diferentes, com a superficie superior a
exibir poros de tamanho inferior aos da superficie inferior. Ora, esta heterogeneidade dos
poros limita o crescimento das células e a sua utilizagdo como implantes para a engenharia de
tecidos.”””®”” De modo a tentar ultrapassar esta limitagio, procedeu-se a uma perfuragio a
laser unidirecional e a uma perfuragao a laser 3D nos hidrogéis, apés a sua produgao. Posto
isto, efetuaram-se testes com o intuito de observar as vantagens destas duas modificagoes em
relacao a BNC sem modificagoes. Assim, a modificagdo com perfuragao a laser unidirecional
levou a obtengao de canais redondos com diametro aproximado de 220 ym (6timo para
cultura de células e proliferacao). As superficies externas apresentaram uma rede com fibras
agregadas e uma nova estrutura porosa.”

A cultura de condrocitos articulares bovinos durante 24 h em BNC com esta
modificagao originou uma colonizagao de células com morfologia redonda na superficie da
BNC e nas novas paredes, formadas pelos canais gerados por laser, o que demonstra uma boa
biocompatibilidade. De seguida, procedeu-se a cultura de condrocitos articulares humanos
nesta BNC, entre 7 a 2| dias, tendo-se detetado células viaveis na superficie dos canais que
foram gerados por laser. No ultimo dia do estudo, os condrocitos formaram uma multicamada
densa na superficie da BNC e geraram uma matriz extracelular com proteoglicanos. Além
disso, evidenciaram uma re-diferenciagado com o tempo, o que indica uma indugao ou
preservacao do fendtipo, ideal para uma aplicagao in vivo como substituto da cartilagem.
Contudo, era necessario estabilizar a interconectividade entre os canais na BNC para permitir
o crescimento interno 3D e o movimento das células em toda a BNC. Para isso, realizou-se
uma perfusao 3D com obtencao de uma orientagao ortogonal das amostras. Com esta
modificagao, obtiveram-se resultados semelhantes aos ja referidos com a modificagao anterior
e nenhuma influenciou negativamente o médulo elastico da BNC.”

Em suma, podemos perceber que existiu uma melhoria em termos de aplicabilidade da
BNC ao nivel da engenharia de tecidos. O crescimento de condrécitos e a sua movimentagao

pela matriz assegurados pelas modificagoes a laser permitiram que os hidrogéis
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proporcionassem uma menor distancia de difusao de nutrientes e componentes segregados
na matriz extracelular e uma reparacao da cartilagem in vivo por transplante de condrocitos
associados a matriz, qualificando assim a BNC para a obtengao de scaffolds, que permitam o

crescimento celular e remodelagio da cartilagem articular.”

3.1.2 Sintese de scaffolds a base de BNC para implantes de substituicio da

cartilagem auricular

Em NIMESKERN et al.”’, foram avaliadas as propriedades da BNC com o intuito de
desenvolver scaffolds a base deste excipiente para a engenharia de tecidos. Apos a realizagao
de alguns estudos, percebeu-se que o scaffold evidenciou um comportamento viscoelastico
semelhante ao da cartilagem humana, para além das propriedades mecanicas a nivel da
compressao terem mostrado ser ajustaveis e correlacionadas com o conteldo em celulose.
Para além disso, de modo a permitir a penetragao e proliferagao dos condrécitos em todo o
material, bem como aumentar a formagao de ECM, p6de-se aumentar o numero de poros nos
scaffolds de BNC."

Por outro lado, é também essencial existir um controlo da forma externa para obter
resultados satisfatorios do ponto de vista estético. Para isso, realizou-se um biofabrico, onde
se utilizou um molde para orientar a bactéria para reproduzir as caracteristicas do tecido de
interesse em larga escala. Através de dados de imagiologia por ressonancia magnética (MRI)
de doentes especificos, obteve-se um prototipo que mimetizou a forma da cartilagem auricular
pretendida ao invés da orelha toda. De facto, a BNC assume-se como um excelente candidato

para implantes de cartilagem auricular.”

3.1.3 Sintese de scaffolds de CNCs e acetato de polivinilo

Num estudo de LAM et al.”’, obtiveram-se CNCs a partir de bagaco da cana-de-agucar,
tendo sido incorporados com acetato de polivinilo (PVA) com o objetivo de produzir scaffolds
para a engenharia de tecidos, com avaliagao da resposta de células cutaneas humanas a este
scaffold in vitro. Para isso, prepararam-se nanocompdsitos com matriz de PVA, incorporados
com concentragoes crescentes de CNCs. De seguida, efetuaram-se estudos para avaliar a
morfologia dos scaffolds obtidos. Com a introdugao de CNCs na matriz de PVA, obteve-se
uma estrutura muito porosa com um aumento do tamanho dos poros, principalmente quando
se prepararam nanocompdsitos com concentragdes mais elevadas em CNCs.¥

Noutro sentido, determinaram-se as alteracdes nas caracteristicas da estrutura
cristalina do PVA com a incorporagao de CNCs. A anilise de padroes de difragao de raios X
(XRD) permitiu observar uma notéria diminuicao da cristalinidade em comparagao com o

PVA puro. Para concentragoes mais elevadas, a agregacao dos CNCs pode ter sido um fator
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que desencadeou a perda de cristalinidade. Para além disso, o estabelecimento de interagoes,
entre CNCs, agua e PVA levou a destruicao da rede polimérica. Procedeu-se, ainda, a avaliagao
do comportamento térmico, em que os termogramas dos hanocompositos apresentaram o
mesmo padrao dos do PVA puro. No que diz respeito a capacidade de intumescimento,
avaliou-se este parametro a 37°C em tampao fosfato salino (PBS) a pH de 7,4. Tanto o PVA
como os CNCs sao polimeros hidrofilicos que estabelecem rapidamente ligagoes de
hidrogénio com a agua, o que leva a absorcao de mais moléculas de agua. O grau de
intumescimento foi superior com o aumento do conteido em CNCs no nanocomposito,
devido a um elevado nimero de grupos hidroxilo.*

Nao obstante, avaliaram-se as propriedades mecanicas. Com o aumento do conteudo
em CNCs, obteve-se uma maior resisténcia a compressio. O modulo elastico também
aumentou a medida que se elevava a concentracao em CNCs. De facto, a combinagao com
CNCs leva a um aumento da resisténcia e da rigidez dos scaffolds. O comportamento mecanico
dos nanocompésitos de PYA/CNCs mostrou a capacidade que estes possuem em se deformar
para difundir e resistir ao crescimento dos tecidos. Apos isto, avaliou-se a viabilidade celular
nos nanocompositos com concentragao mais elevada em CNCs, através de uma linha celular
de fibroblastos L929, apos incubagao durante 24 h. A viabilidade celular foi superior a 70%,
nao se tendo verificado um potencial citotdxico dos materiais. Por fim, averiguou-se a
biocompatibilidade com fibroblastos da pele humana (CRL-2522). Deste modo, os
nanocompositos foram colocados em contacto direto com CRL-2522. Apés 7 dias, verificou-
se que o crescimento e a morfologia das células se mantiveram constantes, multiplicaram-se,
espalharam-se e preencheram toda a superficie do material, tendo-se verificado uma boa
aderéncia e penetragao entre as células e o scaffold. Além disso, o nanocompésito com
concentragao mais elevada em CNCs demonstrou uma morfologia uniforme e porosa e uma
capacidade em suportar, em termos estruturais, o crescimento celular. Obteve-se, assim, um
nanocomposito sem toxicidade e totalmente biocompativel para a regeneragao de fibroblastos

de células cutineas humanas.”

3.1.4 Producio de scaffolds de CNFs com alginato de sédio

Noutro estudo, o de ABOUZEID et al.”’, desenvolveram-se scaffolds porosos por
impressao 3D para a substituigao do tecido duro danificado e reparagao de defeitos sseos,
através de um hidrogel obtido pela reticulagao parcial com ides calcio de CNFs com alginato
de sodio (SA). O hidrogel de CNFs/SA foi preparado através da reticulagao parcial com cloreto
de calcio (CaCl,) para facilitar a impressao 3D de modo a manter a forma do scaffold. Apos a

sua impressao, realizou-se a reticulagao completa com CaCl, para assegurar a rigidez do
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hidrogel. Por outro lado, estudou-se a mineralizagao biomimética de hidroxiapatite (HAp)
numa solugao com fluido corporal simulado (SBF), como o efeito obtido através da
combinacao de CNFs e SA, pois as CNFs contém grupos carboxilo que desempenham um
papel importante na nucleagcao da HAp. Assim, prepararam-se cinco formulagoes de pasta para
impressao com CNFs e SA puros ou com concentragoes variaveis de ambos.

Ao longo deste estudo realizaram-se varios ensaios com o objetivo de analisar o
composto formado. A nivel da sua morfologia, os hidrogéis de CNFs/SA exibiram uma boa
compatibilidade e interagao sem separagao de fases. De seguida, avaliaram-se as propriedades
tixotropicas do hidrogel e o tempo de recuperagao apds a aplicagao de uma velocidade de
corte constante (steady shear rate). O objetivo pretendido era a obtencio de hidrogéis
altamente tixotropicos, isto €, com uma viscosidade que diminuisse apos a aplicagao de uma
tensao de corte, mas que recuperasse o mais rapidamente possivel apos remogao da tensao,
obtendo assim hidrogéis com maior reprodutibilidade do objeto digital e com melhor
capacidade de impressio. O hidrogel com 50%CNFs/50%SA apresentou os melhores valores.”’

Posteriormente, avaliaram-se as propriedades reologicas do hidrogel como, por
exemplo, a viscosidade. Os valores desta propriedade mantiveram-se constantes por longos
periodos em que se aplicou uma velocidade de corte constante. Para além disso, analisaram-
se as propriedades mecanicas dos scaffolds impressos, como a resisténcia a compressao. Para
este parametro, os scdffolds de CNFs/SA apresentaram uma boa resisténcia mecanica. Em
relagao ao modulo elastico (reflete a rigidez do scaffold), foram obtidos valores mais favoraveis
para um maior conteido em SA, tornando assim os scaffolds mais rigidos. Além disto, apos
sofrer uma deformacao, os scaffolds evidenciaram uma boa rigidez. De seguida, avaliou-se a
mineralizagao biomimética da HAp por imersao em SBF durante 14 dias e a materializagao da
HAp foi confirmada através de varias técnicas de caracterizagao. A quantidade aproximada de
HAp nos scaffolds mineralizados foi estimada em 20,1%. No geral, pode-se concluir que os
scaffolds de CNFs/SA mineralizados com impressao 3D sao um material promissor para a

aplicagio ao nivel da engenharia de tecidos 6sseos.”

3.1.5 Producao de scaffolds através de nanocompdsitos de CNFs

No estudo de MATHEW et al’®, utilizaram-se CNFs para a obtengio de
nanocompositos fibrosos por dissolugao parcial a 90 minutos (NF90) e a 120 minutos (NF120)
com o objetivo de desenvolver ligamentos e tendoes artificiais com propriedades mecanicas
semelhantes ou até melhores em relagao as apresentadas pelos tendoes e ligamentos naturais.

Posteriormente, avaliou-se a captagao de agua com o objetivo de compreender o

comportamento de absor¢ao em condigoes hiumidas e a mudanga das dimensoes dos
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nanocompositos ho corpo, pois estas caracteristicas sao fundamentais para os implantes. De
facto, a captagao de agua foi instantanea e elevada durante os primeiros minutos e o tamanho
das amostras apenas variou entre 5% a 0% apos a exposicao em meio com agua. Pode-se
concluir que entre os dois nanocompositos, o NF90 permitiu a melhor estabilidade
dimensional em condicdes humidas.”

Por outro lado, para avaliar as propriedades mecanicas dos materiais para poderem
ser utilizados como substitutos de tenddes e ligamentos, efetuaram-se estudos antes e depois
da esterilizacio em condigoes secas e himidas. As amostras esterilizadas evidenciaram valores
de resisténcia e deformagao incluidas no intervalo de valores necessario para a aplicagao
pretendida. Em termos gerais, a avaliagaio das propriedades mecanicas indicou que o
nanocomposito NF90 apresentou uma melhor performance, tendo prosseguido para os
estudos em células para evidenciar a sua aplicabilidade para a finalidade pretendida.’

Em relagao a citocompatibilidade, avaliou-se em primeiro lugar a citotoxicidade, com a
utilizagao de células de fibroblastos balb3T3. Quando em contacto com o nanocomposito
NF90 nao se verificou citotoxicidade, tendo-se obtido uma monocamada de células, o que
comprova a viabilidade celular do material. De seguida, utilizaram-se fibroblastos para
ligamentos humanos (HLC) e células endoteliais vasculares humanas (HEC) neste mesmo
nanocomposito, com a obtencao de uma aderéncia e proliferagao celular desejadas. Por fim,
avaliou-se a expressao de RNA mensageiro (mMRNA) extraido de HLC e HEC ao |.° e 3.° dias.
Para HLC, ocorreu a expressao de mRNA de colagénio tipo |, no colagénio sintetizado. Para
além disso, também ocorreu a expressao de recetores da membrana citoplasmatica. A
expressao destes genes confirma os resultados obtidos para a aderéncia de HLC no
nanocomposito NF90. Em relagao a HEC, foi expresso o CD3ImRNA, que é um marcador
de superficie tipico de células endoteliais vasculares. Tal indicou que este nanocomposito
permite a aderéncia e o crescimento endotelial, mas também a angiogénese, promovendo a
difusao de nutrientes para a expressao do fenétipo de HLC, especialmente para a sintese de
colagénio.”

Concluindo, os nanocompositos fibrosos obtidos por dissolugao parcial demonstraram
ser Uteis para aplicagoes biomédicas, em face das propriedades avaliadas anteriormente. De
facto, estes materiais evidenciaram ser promissores para a reparagao de ligamentos através da

angiogénese e sintese de colagénio.”
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3.2 Aplicacdo na cicatrizacao de feridas

Um material para a cicatrizagao de uma ferida tem de reunir algumas caracteristicas
fundamentais, das quais se destacam as propriedades antimicrobianas, a capacidade em manter
a superficie da pele humida e absorver exsudatos e toxinas, a facilidade de uma rapida
cicatrizacao e o facto de nao lesar a pele curada apés remogao, bem como a possibilidade de
nao ser nem téxico nem alergénico nem promover a inflamagao.'® ® Para uma visio alargada,
sao apresentados na Tabela 4-2-A, alguns exemplos, nos quais se estudaram os varios tipos de
NC para esta aplicagao. Neste capitulo, serao abordados de forma detalhada os estudos de

ATAIDE et al.”’, TAHER et al*', NAPAVICHAYANUN et al.*, SHEFA et al.*> e BERNDT et al.*

3.2.1 Atividade antimicrobiana da bromelaina em membranas de BNC

Neste trabalho, estudou-se o possivel desenvolvimento de um sistema de libertagao
controlada de bromelaina, uma enzima proteolitica com propriedades anti-inflamatorias que
facilita a renovacao dos tecidos e acelera o processo de cicatrizacdo da pele ulcerada,
incorporada nas membranas da BNC para a cicatrizagao de feridas. Para avaliar a atividade
antimicrobiana da bromelaina, estudou-se a concentragao proteica, a atividade enzimatica e a
especificidade de trés solugdes (i- solugao inicial de bromelaina; ii- solugao residual de
bromelaina; e iii- solu¢ao de bromelaina, apos esta ser libertada da BNC), quando se atingiu a
concentragao minima inibitéria (CMI). Nestas, foi notorio que a solugao ii apresentou um
decréscimo nos trés parametros, quando comparada com a solugao i, indicando que a
membrana da BNC foi capaz de absorver 7,94 mg/mL de proteinas, o que representa 31% da
concentragao total de proteinas na solugao inicial. A especificidade da bromelaina foi trés vezes
maior na solugao iii, em relagao a solugao i, o que se deveu ao facto da membrana de BNC
absorver seletivamente componentes de baixo peso molecular da bromelaina com uma maior
atividade enzimatica. Com os resultados obtidos em relagao a CMI para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, podemos concluir que a atividade antimicrobiana da
bromelaina tem uma relagao com a atividade enzimatica e que para se atingir a CMI na solugao
iii foi necessaria uma menor concentragao proteica com uma maior atividade enzimatica,
devido a sua elevada especificidade. Além disso, as membranas de BNC com bromelaina
apresentaram atividade antimicrobiana para as trés espécies em agar, ao contrario das
membranas de BNC sem bromelaina. Finalmente, estudou-se também a mucoadesividade,
propriedade que diminuiu com a associagao entre a bromelaina e as membranas da BNC, pois
esta estabelece-se através de ligagoes de H entre os grupos hidroxilo da BNC e os grupos

amina da bromelaina. Com a diminuigao de grupos hidroxilo livres, obteve-se uma diminuigao
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das interagoes entre a BNC e a mucina, tendo sido possivel verificar que a atividade
antimicrobiana da bromelaina se intensificou com esta associacio.”

Estes resultados permitem concluir que este sistema pode ser utilizado para a
libertagao controlada e prolongada da bromelaina, o que diminui a formagao de biofilmes,

minimiza o tempo de cicatrizagao, diminui o risco de infegao e promove o conforto e alivio

da dor.”’

3.2.2 Apésito de CNCs com mel e polivinil pirrolidona

Num estudo realizado por TAHER et al.?', avaliou-se a possibilidade de se utilizar a NC
como sistema de libertagao de mel (usado no tratamento de feridas) para a formagao de um
aposito. Para isso, procedeu-se a sintese de CNCs a partir de algodao com posterior
desenvolvimento de um filme de NC revestido com mel, utilizando polivinil pirrolidona (PVP)
como agente ligante. Tanto o mel como o PVP tornaram o filme maleavel e flexivel,
caracteristicas ideais para um uso prolongado e eficaz. O filme obtido era uniforme, um pouco
opaco e amarelado, tendo sido avaliado quanto a cinética de libertagio do mel e eficacia
antimicrobiana.

Os estudos cinéticos realizaram-se durante 72 h e tiveram como objetivo avaliar a
cinética de libertagao do mel a partir do filme. Inicialmente, verificou-se um aumento na
libertagao de mel até as 12 h, com tendéncia a atingir-se um plateau em 48 h, com uma
posterior libertagao constante de mel durante as restantes 24 h. Este estado estacionario
implicou uma mudanca de aposito, pois ja nao existiria mais libertagio de mel como principio
ativo apos as 48 h. Para além disso, avaliou-se a atividade antimicrobiana do filme contra
bactérias Gram® e Gram’, normalmente associadas a infecdes no local das feridas, tendo sido
utilizado o filme de NC sem mel como controlo negativo, que, por si s6, nao inibiu nenhum
dos seis microorganismos testados. Por outro lado, o filme revestido com mel inibiu trés dos
seis microorganismos, o que permitiu concluir que, neste caso, o mel foi libertado para o meio
envolvente, inibindo o crescimento microbiano. Deste modo, a cinética de libertagao e as
propriedades antimicrobianas parecem sugerir que este filme podera ser uma alternativa para

o desenvolvimento de apésitos em oposicio a toxicidade e sensacio alérgica dos sintéticos.®'

3.2.3 Apoésito de BNC com polihexanida e sericina

Num outro estudo, realizado por NAPAVICHAYANUN et al.®® avaliou-se a eficacia, a
segurancga e a aplicabilidade de um aposito de BNC para feridas com polihexanida (PHMB)
como agente antimicrobiano, juntamente com sericina como componente de aceleragao da
cicatrizacdo. A PHMB apresenta um largo espectro de agio contra bactérias Gram” e Gram,

tendo baixa toxicidade. A sericina é um antioxidante que favorece a bioadesao, ativagao da
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proliferagao de células e promove a epitelizagao e producao de colagénio. Neste aposito,
incorporou-se a sericina em primeiro lugar, de modo a evitar impactos negativos.*

No que respeita a estudos in vitro, cultivaram-se fibroblastos L929 em diluicoes da
solugao extraida do meio do apodsito em estudo (A), em comparagao com um aposito ja
disponivel no mercado (B) e com dois controlos. O nimero de células viaveis, quando
cultivadas na solugao extraida do aposito A, foi comparavel em todas as diluigdes com o
aposito B, indicando que o aposito testado nao foi toxico para as células. Quanto a migragao
celular, através de uma lesao na pele, pode-se perceber que, para o aposito A, a percentagem
de células na solugao que migrou foi a esperada, o que foi atribuido a agao da sericina.”

Ao nivel dos estudos in vivo, inseriu-se o apdsito por implantagao subcutanea nos ratos
para avaliar a seguranca e a eficacia na cicatrizagao. No aposito A verificou-se uma resposta
inflamatoria baixa, isto €, uma baixa percentagem de desgranulagao dos mastocitos.
Seguidamente, as amostras dos ratos foram incubadas apds tratamento com anticorpo
monoclonal anti FOXP3" de rato para avaliagdo de reagdes alérgicas. Concluiu-se que houve
menos reagoes alérgicas no aposito em estudo, devido a PHMB, o que diminui o risco de
infecao (menor numero de bactérias na ferida) e a reagao inflamatéria durante a implantagao
do aposito. Além disso, avaliou-se a eficacia de cicatrizagao. Apos 21| dias de aplicagao com o
aposito A, a ferida cicatrizou, o que nao se verificou no aposito B. A sintese de colagénio apos
|4 dias foi muito mais elevada para o apésito A relativamente ao aposito B, o que indicou uma
elevada eficacia da sericina nesta formulacao. Nos ensaios clinicos, os valores de eritema e
melanina foram os esperados e nao se verificaram edemas, papulas, vesiculas ou bolhas na pele,
mostrando ser seguro e nio irritante.”

Assim, foi possivel concluir que este apodsito se apresenta como um material seguro e

eficaz para uma aplicagio clinica na cicatrizagio de feridas.*

3.2.4 Scaffold a base de CNFs com fibroina de seda
Em SHEFA et al.*®’, prepararam-se scaffolds a base de CNFs obtidas por TEMPO com

fibroina de seda (uma proteina), através de liofilizagdo para aplicagdo como apositos para
feridas.

Em primeiro lugar, avaliou-se a capacidade dos scaffolds em absorver exsudatos. Para
isso, monitorizou-se a capacidade de intumescimento dos scaffolds com PBS. Apos 48 h, estes
intumesceram e com a adicao da proteina em concentracoes de 2% e 5%, esta propriedade
intensificou-se. Isto aliado ao facto de que a 5% de fibroina de seda os poros apresentavam

um menor diametro (favoravel para a aplicagao pretendida), permitiu concluir que os scaffolds
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preparados com estas duas concentragoes eram os mais apropriados para apositos, dado
terem obtido a maxima captagao de PBS.*

Posteriormente, avaliou-se a citotoxicidade através de células L929, tendo-se utilizado
como controlo uma placa de cultura de tecidos (TCP). Em todos os scaffolds, verificou-se um
aumento tempo-dependente do numero de células L929. Contudo, a viabilidade e a
proliferagao celular foram superiores em scaffolds com uma concentragao mais elevada em
fibroina de seda.”

Além disso, realizaram-se também estudos in vivo em ratos para analisar o processo de
cicatrizacao, tendo-se avaliado trés proteinas: o colagénio, a fibronectina e a CD31. A agao da
fibroina de seda levou a um aumento da expressao da fibronectina até ao 7.° dia, com posterior
diminuicao (fim da fase inflamatoria) e de colagénio (a sua deposi¢ao evidencia a cicatrizagao
de uma ferida) até ao 14.° dia, o que comprova que a proteina acelera o processo de
cicatrizacao. A avaliagao da CD3I ao 7.° e 14.° dias serviu para averiguar o fornecimento de
sangue como fator de cicatrizagao. Os valores da proteina foram mais elevados para o
composto a 2%, ou seja, uma menor concentra¢ao em fibroina de seda levou a uma melhor
angiogénese. Deste modo, os scaffolds de CNFs preparados com 2% em proteina mostraram
ser o melhor material para a utilizagdo como apésito de feridas, evidenciando uma absorg¢ao

de exsudatos, uma cicatrizagio tempo-dependente e uma biocompatibilidade favoraveis.*

3.2.5 Compostos hibridos de BNC com nanoparticulas de prata

Noutro estudo, BERNDT et al.*', prepararam hibridos por modificagdo quimica, que
consistiam em BNC, juntamente com nanoparticulas de prata (AgNPs), para exercer um efeito
antimicrobiano. Os hibridos apresentaram uma coloragao cinzenta com a existéncia de
nanoparticulas firmemente imobilizadas nas superficies superior e inferior com agregagoes. Foi
possivel ajustar o conteido de AgNPs através da variagao da concentragao de nitrato de prata
(AgNO:;) ou do tempo de reagao da BNC na solugao de AgNO;. Os hibridos formados com
concentragoes mais baixas em AgNO; apresentaram aglomerados finos e distribuidos de
forma homogénea em comparagao com os hibridos preparados com concentragoes mais
elevadas. Além disso, o caracter de hidrogel da BNC péde levar a um aumento do crescimento
das AgNPs.

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos hibridos, cultivou-se Escherichia coli em
placas de agar, tendo-se avaliado o nimero de unidades formadoras de colénias (CFU).
Utilizaram-se os hibridos preparados a uma concentragio de 5,0x10”mol/L, tendo a BNC pura
sido usada como referéncia. Nos hibridos, nao houve formacao de CFU, nem na superficie

superior nem na inferior, o que indicou ter ocorrido uma inativagao de todas as bactérias,
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tendo-se obtido uma elevada atividade antimicrobiana com uma baixa concentragao de
AgNO:;. A inibicao foi semelhante em ambas as superficies, o que corrobora a uniformizagao
na distribuicao das AgNPs nas amostras. Os resultados na difusao em agar permitiram concluir
que as AgNPs apenas atuam como agente antimicrobiano, quando em contacto direto com as
bactérias, sem libertagao de ides de prata na ferida, o que € uma vantagem, pois esta libertagao
poderia originar resisténcia. Por fim, a combinacao das propriedades unicas da BNC para o
tratamento de feridas e as propriedades antimicrobianas das AgNPs levou a formagao de um

hibrido com bastante interesse para apésitos de feridas.*'

3.3 Aplicacdao em sistemas de libertacio de farmacos

A forma de administragao de farmacos desempenha um papel crucial no seu
fornecimento constante no local terapéutico desejado. Um sistema de libertagao de farmacos
tem de ser estavel por determinados periodos de tempo, nao se deixar afetar pelas alteragoes
de pH, forga idnica e temperatura, para permitir que os agentes terapéuticos atinjam os seus
alvos terapéuticos, sejam estes 6rgaos, tecidos ou a propria pele. Varios estudos tém sido
conduzidos para avaliar o papel da NC na qualidade de sistema de administragao com o
objetivo de melhorar a farmacocinética e otimizar a biodistribuicao do farmaco, tendo
revelado ser um transportador de exceléncia para a administragao de farmacos pela via oral,
transdérmica e local.” '%#

Por estes motivos, a Tabela 4-3-A reune alguns exemplos de estudos que
comprovaram a eficacia dos varios tipos de NC para esta aplicacio. Nesta secgao serao

abordados alguns desses, com destaque para os estudos de NING et al.*°, AKHLAGHI et al.”’,
KOLAKOVIC et al.** e SAIDI et al.**

3.3.1 Hidrogel de CNCs com paclitaxel para a terapia contra o cancro

No estudo de NING et al.*® é referido o desenvolvimento de um hidrogel de CNCs
sensivel ao pH com o objetivo de ultrapassar a baixa solubilidade em agua do paclitaxel (PTX)
e proporcionar uma libertagao controlada e direcionada do mesmo na terapia contra o cancro.
Para isto, formou-se uma rede com uma grande area solvofébica, construida com NCC
oxidada e hexadecilamina (HDA) capaz de reter o farmaco.

Posteriormente, procederam-se a varias analises do composto formado, como a
capacidade de intumescimento (13,7%) e a eficiéncia de encapsulagao (58,7%) do farmaco.
Através da calorimetria diferencial de varrimento (DSC) foi notério que ocorreu uma
mudanca na morfologia do PTX quando incorporado no hidrogel.*

No que diz respeito a libertagao in vitro do PTX, a sua concentragao a pH 5,5 aumentou

durante as primeiras 10 h, tendo apresentado um incremento mais lento nas horas seguintes.
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Ja a pH 7,4, nao se verificou uma libertacio de PTX devido a estabilidade do hidrogel no
ambiente fisiologico humano. Por fim, a pH 6,8, a libertagao foi intermédia em relagao aos
restantes pH. Estes resultados sugerem que a estrutura do hidrogel foi destruida a pH acido,
levando a libertagao do farmaco, isto &, a estabilidade do hidrogel diminui com a diminuigao
do pH. De facto, em relagao ao PTX livre o hidrogel contendo o PTX apresentou um melhor
perfil de libertagao devido a encapsulagao do PTX nas redes de NC. Em primeiro lugar,
verificou-se uma redugao da compactagao das fibras e sé depois a libertagao do farmaco,
obtendo-se um perfil de libertagao controlada.”

Foram também realizados estudos de citotoxicidade in vitro. A eficacia do hidrogel para
inibir as células tumorais foi avaliada pela citotoxicidade em HepG2 e para A549. Em ambos
os casos, foi notorio que a viabilidade celular foi mais baixa com o hidrogel contendo o PTX
em relacio a NG (hidrogel sem PTX) para uma concentragao celular até 50 pg/mL, o que
evidencia uma favoravel inibicao providenciada pelos hidrogéis de NC como veiculo para um
sistema de libertagao controlada e direcionada para este tipo de células, aumentando o efeito
anti tumoral.”®

Por fim, avaliou-se a internalizagao celular, isto é, a entrega do PTX no citoplasma ou
nucleo das células A549 e HepG2. Para isso, incubou-se o hidrogel contendo o PTX nas
células, tendo-se obtido resultados no citoplasma apos 3 h e no nucleo de ambas as células
ap6s 12 h, o que significa que o composto formado tinha potencial para ultrapassar a
resisténcia celular aos farmacos. Ao nivel da morte celular, avaliou-se este parametro com as
células A549, tendo-se verificado apoptose significativa e crescente, apos 3 h de incubacgao,
atingindo valores de 90% apés 12 h.*°

Concluindo, este hidrogel de NC modificado demonstrou um enorme potencial como
um novo sistema de libertagao, mais estavel e com uma maior eficiéncia na entrega de farmacos

no local terapéutico desejado.”

3.3.2 CNCs modificados para administracido de vitamina C

No estudo de AKHLAGHI et al* utilizaram-se CNCs implantados com
oligossacarideo de quitosano (CSps) com formagao dos complexos CNC-CSq.
Posteriormente, formaram-se complexos de CNCS/VC por gelificagao ionotropica, entre a
vitamina C (VC), os grupos amina carregados positivamente em CSq; e tripolifosfato (TPP)
como agente de reticulagao. O objetivo deste estudo foi aumentar a estabilidade da VC através
dos complexos de CNCS/VC com vantagens para administragiao tépica, pois os CNC-CSqs
funcionam como um transportador da VC e aumentam a sua estabilidade, e as particulas de

CNCs atuam como uma barreira ao contacto com o O,, diminuindo assim a oxidacao da VC.
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Os complexos CNC-CSqs apresentaram elevada atividade antioxidante, tendo conduzido a
uma atividade dupla do complexo de CNCS/VC. Apos a libertagao da VC do sistema, o
transportador CNC-CSqs, também com atividade antioxidante, promoveu um efeito sinérgico.

Apos a obtencao dos complexos, realizaram-se varios estudos, em que se verificou que
a eficiéncia de encapsulagao e incorporagao do farmaco foram superiores para pH 5 em
relagao a pH 3, dado que o primeiro pKa da VC ¢ 4,2, logo a pH 3 os grupos hidroxilo estao
protonados, o que dificulta o processo de encapsulagao. A confirmagao da insergao da VC no
complexo CNC-CS; foi realizada por espectroscopia UV, tendo-se verificado um pico a 265
nm no espectro do complexo CNCS/VC, o que indicou a presenca da VC.*?

Para além disso, estudaram-se os perfis de libertacao in vitro da VC a pH 3 e pH 5, com
utilizagao da VC como controlo. A pH 5, detetou-se um perfil de libertagao mais controlado
e uma maior percentagem de libertacio da VC, devido a sua maior capacidade de
incorporagao. Posteriormente, tanto o controlo da VC como o complexo com VC formado
a pH 3, contendo ambos a mesma quantidade em VC, foram colocados em tubos de didlise e
imersos em PBS. A VC do controlo difundiu-se mais rapidamente para o meio e foi degradada
ao longo do tempo, enquanto a VC no complexo foi libertada de forma gradual e controlada
por 20 dias, apresentando-se mais estavel.”

Posteriormente, avaliou-se a atividade antioxidante a partir da atividade sequestrante
(SA%) dos radicais 2,2-difenil- | -picril-hidrazilo (DPPH). Para a determinagao deste parametro,
avaliou-se a SA% de 0,1% (m/m) CNCS/VC e a SA% de 0,1% (m/m) de VC durante 4 dias
consecutivos. A SA% da VC decresceu ao longo do tempo, devido a sua instabilidade. Por
outro lado, a SA% do complexo aumentou ao longo do tempo durante o qual a VC foi libertada
do complexo. Por ultimo, realizaram-se estudos cinéticos antioxidantes, tendo-se verificado
uma maior atividade antioxidante no complexo, devido a presenga de grupos funcionais na
superficie dos CNCs, o que revela um efeito sinérgico no aumento da SA%.”

Concluindo, formou-se um novo e dindmico sistema antioxidante através do complexo
formado. O pH, a elevada incorporagao e a estabilidade da VC nos complexos CNCS/VC

torna-os num excelente candidato para aplicagdes em cosmecéuticos topicos.>

3.3.3 Filmes de NFC com farmacos pouco soliveis em agua para uma libertacao
controlada

KOLAKOVIC et al*, desenvolveram filmes incorporados com fiarmacos pouco
sollveis em agua (indometacina, beclometasona e itraconazol) a partir de uma suspensao de
NFC. Os filmes apresentaram-se como sistemas matriciais capazes de controlar a libertagao

dos farmacos por longos periodos de tempo. A rede de fibra apertada, que se formou a volta
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das particulas dos farmacos, devido ao processo de hornificagao, protegeu-as do meio liquido,
controlando a dissolugao das moléculas do farmaco e criando uma barreira para a sua difusao.
A nivel da morfologia e estrutura dos filmes, as fibras de NFC orientaram-se e organizaram-
se em fases lamelares durante o processo de filtragao, formando multiplas camadas finas a
volta das particulas de farmaco aprisionadas. O seu tamanho foi diferente para os trés
farmacos, tendo estes mantido a sua forma cristalina apos a incorporagao nos filmes de NFC.

Relativamente ao comportamento de libertagao, no caso da indometacina a libertagao
foi do tipo controlada até aos 15-30 dias, o que comprova uma libertagao prolongada do
farmaco. Os resultados indicaram que a difusao aparente foi mais rapida nas amostras com
maior concentra¢ao de indometacina, devido ao facto do filme ter uma maior porosidade. No
que diz respeito aos outros dois farmacos, verificaram-se perfis de libertagao diferentes em
relacio a indometacina, tendo ocorrido uma libertacio mais lenta, com uma libertacao
controlada até 3 meses, nao se aplicando o modelo de Higuchi. Algumas razdes para estas
diferengas sao o facto das particulas de itraconazol serem mais pequenas do que as de
indometacina, o que leva a um aumento da tortuosidade das matrizes com itraconazol. Além
disso, as particulas de maior dimensao da indometacina podem causar uma disrupgao maior
na estrutura lamelar dos filmes de NFC, tornando-os menos organizados. Por outro lado, o
pH utilizado no meio de dissolucao influencia o comportamento da NFC. Esta é carregada
negativamente em meios neutros e torna-se praticamente neutra em meio acido, sendo a carga
proveniente da hemicelulose presente em NFC, o que gera uma carga de superficie
ligeiramente anidnica. Neste sentido, o pH 5 do meio de dissolugao utilizado para os filmes de
indometacina levou a que uma maior porgao dos grupos carboxilo da hemicelulose (cujo pka
é 3,7) estivesse na forma ionizada, o que causou repulsao entre as fibras vizinhas da NFC,
tendo conduzido a uma maior libertagio do firmaco, enquanto que, para o meio com
itraconazol, o pH utilizado foi de I,2. Outro fator que se pode considerar para as diferengas
observadas nos perfis, foi a possivel ligagao do farmaco as fibras numa forma molecular apos
dissolugdo das particulas de farmaco.*

Concluindo, os filmes, para além de apresentarem boas propriedades mecanicas e de
incorporagao de farmaco, proporcionaram perfis de libertagao controlada até 3 meses,
dependendo do farmaco utilizado. A NFC mostrou ser um material muito interessante para
esta aplicagao, apesar de proporcionar um perfil de libertagao lenta e uma libertagao de
pequenas quantidades de farmaco em 24 h, o que inviabiliza a sua utilizagao em formulagoes

orais, mas apelativa para administragio parenteral, topica ou até ocular.*®
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3.3.4 Nanocompésitos de poli-(N-metacriloil glicina) e BNC para a libertacio

controlada de diclofenac

Neste estudo de SAIDI et al.®* formularam-se nanocompésitos de poli-(N-metacriloil
glicina) (PMGly) e BNC sensiveis ao pH para modular a libertagao controlada de diclofenac
(DCF). Para isto, foram preparadas membranas de PMGIly/BNC, nas quais se variou o
conteltdo em monomeros.

Em primeiro lugar, apos a preparagao dos nanocompésitos de PMGIly/BNC, verificou-
se que estes eram homogéneos, o que indica uma boa dispersao do PMGly dentro da rede de
BNC. De seguida, foram avaliadas algumas caracteristicas fundamentais destes
nanocompositos, como a captagao de agua, a cristalinidade da BNC nos nanocompésitos, o
comportamento térmico e as propriedades viscoelasticas, tendo todas estas caracteristicas
evidenciado uma o6tima aplicabilidade destes materiais para a administragao topica ou
transdérmica de farmacos, onde fatores como a aderéncia as superficies irregulares da pele e
a flexibilidade sao essenciais. Além disso, avaliou-se a citotoxicidade in vitro em queratinécitos
humanos (HaCaT), tendo-se obtido uma viabilidade de 100%, isto &, os nanocompositos nao
foram toxicos para as células.®*

O comportamento de libertacao de diclofenac (DCF) a partir de uma membrana de
PMGly/BNC foi posteriormente avaliado considerando diferentes meios que mimetizassem os
fluidos corporais, isto é, a pH 7,4 para o fluido intestinal e a pH 2,| para o fluido gastrico e
também a pH 7,4 para a pele, com o objetivo de avaliar estes nanocompositos como sistemas
de libertagao por via oral e transdérmica. Na verdade, o perfil de libertagao do farmaco foi
dependente dos valores de pH. Em meio acido, a libertagio do DCF foi muito lenta com
apenas 9% libertado para o meio em 20 h de estudo. Tal deveu-se ao facto do DCF ser menos
solivel em meio acido e também porque os nanocompdsitos sao sensiveis ao pH. Por outro
lado, para um valor de pH de 7,4, o perfil de libertagao do DCF apresentou, numa primeira
instancia, uma rapida libertagao do farmaco (70%) apds | h, tendo-se atingido um plateau a
85% da libertagao do farmaco apos 4 h. Estes resultados foram compativeis com uma libertagao
prolongada, comprovando a utilidade dos nanocompositos em controlar a libertagao do DCF
para este valor de pH em sistemas orais e transdérmicos. Para além disso, foi evidenciado o
comportamento sensivel ao pH dos nanocompositos de PMGIly/BNC pois, quando
administrados oralmente, s6 uma pequena quantidade do farmaco foi libertada para o
estomago (pH 2,1), o que evita efeitos gastricos adversos, permitindo a libertagao da maior

parte do DCF no intestino (pH 7,4).%
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Em suma, estes nanocompositos proporcionaram uma libertagao do farmaco de uma
forma eficiente e controlada gragas as suas propriedades, podendo assim ser aplicados em

sistemas de libertacio de farmacos por via oral e transdérmica.®*

3.4 Aplicacao como biossensores

Por ultimo, podem-se utilizar os varios tipos de NC no biosensing, isto é, na detegao
de biomoléculas com a utilizagao de biossensores, que sao dispositivos analiticos capazes de
fornecer informagio biolégica quantitativa através da identificagio biolégica de um elemento.'®
Esta aplicagao surge como uma tecnologia emergente, com eficiéncia em termos de custos e
tempo. A utilizagao de nanomateriais no biosensing permite um aumento da area de superficie
disponivel e da porosidade, o que leva a uma rapida penetragao das moléculas no substrato,
melhorando as propriedades fisicas e quimicas do composto, com obtengao de uma maior
especificidade, sensibilidade e um tempo de resposta dos biossensores mais rapido.” Deste
modo, a NC apresenta-se como um material apropriado para a imobilizagao de biomoléculas,
contribuindo para a construgao de biossensores com otimas propriedades para serem
utilizados em diagnésticos clinicos.'” * Os biossensores baseados em NC tém adequada
flexibilidade, estabilidade mecinica e térmica e sao estiveis em agua.'®

Contudo, apesar da NC evidenciar propriedades uUnicas e vantajosas, esta apresenta
uma baixa condutividade elétrica. Assim, a NC nao demonstra uma sensibilidade aceitavel para
esta aplicagao e é muito hidrofilica, sendo necessario efetuarem-se modificagdes na sua
superficie para se atingirem propriedades e fungdes mais adequadas para o biosensing.'>® Estes
materiais foram ja utilizados para a detegao de biomarcadores, como fairmacos, proteinas e
ADN.* A Tabela 4-4-A apresenta alguns estudos, nos quais se abordou a utilizagdo da NC no
biosensing. Nesta secgio serdo descritos em detalhe os estudos de ESMAEILI et al.®, LING et

al.' e ABDI et al.®!

3.4.1 Desenvolvimento de um biossensor para a detecao da glucose

No trabalho de ESMAEILI et al®* investigou-se a possibilidade de modificar
quimicamente a NC com um polimero condutor, o polipirrol (PPY), com a obtengao de uma
superficie eletricamente condutora para melhorar as suas propriedades a nivel do biosensing.
Com isto, exploraram-se as vantagens da aplicacao de nanocompésitos de PPy/CNCs na
adsor¢ao da glucose oxidase (GOx) e transferéncia de eletroes como uma nova area de

detecao de glucose.
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Uma analise ao composto formado permitiu inferir uma polimerizagao homogénea na
superficie dos CNCs, com formagao de uma nanoestrutura porosa e fibrosa, de tamanho
uniforme. Os agregados, que se observaram na membrana de PPy/CNCs na superficie do
elétrodo serigrafado de carbono (SPE) modificado, apresentaram-se distribuidos de forma
regular. A estrutura porosa dos nanocompositos levou a uma elevada area de superficie com
a GOx aprisionada nos poros, permitindo a rapida difusao da enzima para a membrana de

PPy/CNCs.* A Figura 2, adaptada de ESMAEILI et al.®, ilustra o biossensor desenvolvido.
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Figura 2. llustragdo esquematica do biossensor eletroquimico de glucose, com PPy/CNCs como membrana.8s

De seguida, efetuou-se uma caracterizagao eletroquimica de alguns parametros. Nos
estudos voltamétricos, verificaram-se picos redox estaveis e bem definidos nos SPE modificados
com PPy/CNCs. Na presenga de CNCs, a interagao através de ligagoes de hidrogénio entre
os grupos hidroxilo da celulose e a ligagao de hidrogénio ao azoto de PPy, conduziu a formagao
de uma cadeia de PPy na superficie dos CNCs. Os CNCs melhoraram a transferéncia de
eletroes e a area de superficie ativa do nanocomposito. Contudo, concentragoes muito
elevadas de CNCs levaram ao efeito oposto, devido a aglomeragio dos CNCs.*

Posteriormente, variou-se a concentragao da GOx de 0,05 até 0,5 mg/elétrodo.
Verificou-se uma maior oxidacao catalitica da glucose, com o aumento da concentragao de
0,05 até 0, mg de GOx/elétrodo, o que indicou que a concentragao de 0,1 mg/elétrodo foi
suficiente para cobrir a superficie dos materiais de PPy/CNCs para consumir O, e produzir
peroxido de hidrogénio (H,O,). Em concentragdes mais elevadas da enzima, a capacidade
tampao do biossensor controlou o seu desempenho, o que resultou numa diminuicao local do
pH, reduzindo a atividade da enzima. Para além disso, esta diminuicao na atividade pode ser
justificada pelo rapido consumo da glucose na superficie externa do biossensor, devido a uma
elevada concentracio de GOx.*

Avaliou-se, ainda, o efeito de Triton no SPE modificado. Este evidenciou uma melhor
resposta, o que indica que impediu que a GOx sofresse lixiviagao da superficie do elétrodo.
O nanocompésito de PPy/CNCs é muito hidrofilico e é fortemente adsorvido a superficie do

SPE, permitindo uma maior area de superficie e uma estrutura porosa ideal para a ligagao da
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enzima GOx, levando a uma maior transferéncia de eletroes durante a reagao enzimatica.
Além disso, otimizou-se o elétrodo com uma solugao de PBS e com uma gama de valores de
pH para aumentar a atividade eletrocatalitica do biossensor para a glucose. A resposta maxima
foi obtida a pH 7, pois o ponto isoelétrico da GOx ¢é 4,2, logo, apresenta uma carga negativa
a pH 7. As interagoes eletrostaticas entre a enzima carregada negativamente e a matriz de PPy
carregada positivamente a um pH 7, permitiram um aumento da adsorcao e incorporagao da
enzima na nanoestrutura, o que levou a uma maior sensibilidade. A resposta do sensor
dependeu fortemente da concentracao de PBS na solugao. Verificou-se que a intensidade da
corrente aumentou 20 vezes, quando a concentragao de PBS aumentou de 1,0 mM para 50
mM. Tal foi atribuido ao papel da solugao de PBS como transportador de protdes entre o
GOx e a membrana PPy/CNCs.*

Por outro lado, avaliou-se a resposta dindmica do biossensor a diferentes
concentragoes de glucose, tendo este apresentado linearidade na detegao de glucose na faixa
de concentragoes de | até 20 mM. Neste estudo, um aumento da concentragao de glucose na
gama considerada fez com que a reagao enzimatica fosse mais rapida, resultando em
concentragoes mais elevadas de H,O,. A partir de 20 mM, a reagao comegou a diminuir, pois
a glucose na presenca da GOx com O, leva a formagao de acido gliconico e H,0,. O acido
gliconico leva a diminuicao do pH, o que se traduz numa inibigao da agao da enzima. Outra
razao apontada foi o facto da sensibilidade do biossensor poder ser afetada pela concentragao
de O, dissolvido.®’

Em suma, o biossensor apresentou uma reprodutibilidade e uma estabilidade
apropriadas. A boa estabilidade deveu-se a biocompatibilidade da nanoestrutura PPy/CNCs,
que proporcionou um microambiente adequado para que a enzima GOx mantivesse a sua
bioatividade. A nivel de possiveis interferéncias, numa solugao com glucose, colesterol, acido
Urico e acido ascorbico, verificou-se auséncia de aumento na resposta do biossensor, o que
evidenciou a sua especificidade. Face aos aspetos positivos detetados neste biossensor, podera
ser possivel a sua aplicagao em diversas areas, com destaque para a bioquimica, a engenharia

biomédica e a engenharia quimica.®

3.4.2 Formacio de um conjugado peptidico-celuldsico para a detecido da elastase

neutrofilica humana

No estudo de LING et al.'’, foram preparados CNCs, mediados por um solvente
eutético profundo (deep eutectic solvent, DES) para a formagao de um conjugado peptidico-
celulésico como biossensor de elevada sensibilidade para a detegao da elastase neutrofilica

humana (HNE). Este conjugado foi comparado com um derivado de CNFs. O conjugado foi
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formado inicialmente pela produgao de CNCs, através de tratamento com ChCI/OA (DES) e
de CNFs oxidadas por TEMPO. Os dois compostos foram decorados com um peptideo
sensivel a detegao de HNE. Este tetrapeptideo (Suc-AAPVpNA) foi ligado covalentemente aos
CNCs e CNFs que tinham sido previamente esterificados com glicina. Através da analise das
imagens de CNCs e CNFs em suspensao, foi visivel que ambos se apresentavam sob a forma
de uma suspensao homogénea e que ambos continham grupos carboxilo em C6, com a
obten¢ao de um maior numero destes nas CNFs em relacao aos CNC:s. Esta analise permitiu
também observar que ocorreu uma fixagao facil da glicina na posicio Cé das amostras.'®

No que respeita a avaliagao de algumas propriedades estruturais, foi observado que os
valores médios da area de superficie especifica foram superiores para as CNFs. Ja o diametro
dos poros foi relativamente semelhante para ambas as amostras, tendo apresentado valores
na escala nano. No entanto, os poros das CNFs foram um pouco maiores, isto é, foram
considerados como mesoporos o que conduziu a uma maior eficiéncia ao nivel da adsorg¢ao
do peptideo. Deste modo, é possivel que estes resultados permitam que as CNFs melhorem
a imobilizagio do peptideo com formagio do conjugado.'®

Em relagao aos dois conjugados (CNCs-pep e CNFs-pep), verificou-se uma maior
densidade de “manchas brancas” na superficie, referentes ao conjugado CNCs-pep. Tal
permitiu concluir que a conjugacao do tetrapeptideo em CNCs-pep foi superior do que em
CNFs-pep. O facto das CNFs apresentarem um maior nimero de grupos carboxilo, levou a
uma elevada carga negativa na superficie, o que impediu a conjugacao do peptideo de cadeia
mais longa com o grupo C6 esterificado com glicina. Além disso, os CNCs-pep apresentaram
uma maior cristalinidade e um maior tamanho dos cristais. Deste modo, os CNCs ao exibirem
cristais de maiores dimensoes, permitiram que a ligagao do peptideo fosse mais rapida. Com
a conjugagao com o peptideo, verificou-se um aumento do tamanho dos cristais de CNCs-
pep em relagao aos CNCs, nao se tendo verificado o mesmo efeito para os CNFs-pep.
Considera-se, por isso, que a maior agregagao de peptideos na superficie de CNCs-pep do
que em CNFs-pep perturba o arranjo dos cristais, aumentando assim o seu tamanho.'®

Por fim, avaliou-se a sensibilidade para a HNE através da detegao colorimétrica.
Obteve-se uma coloragao compativel com o intervalo de concentragoes de HNE encontrado
em doengas inflamatérias humanas, como feridas cronicas e doengas pulmonares. Dado o seu
maior grau de substituicao, os CNCs-pep apresentaram melhor bioatividade de acordo com
a detecao colorimétrica. Tanto os CNCs como os CNFs provaram ser materiais apropriados
para biossensores desta protease, evidenciando o seu potencial para incorporagao em

apositos, bem como para a avaliagio in situ de HNE no diagnéstico de doengas inflamatérias.'®
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3.4.3 Desenvolvimento de um biossensor para a deteciao do colesterol

No estudo de ABDI et al’' pretendeu-se desenvolver um biossensor enzimético
sensivel ao colesterol baseado num nanocompésito de polianilina (PANi), que é um polimero
condutor, com NCC, revestido com um liquido i6nico (LI) para aumentar a condutividade e
transferéncia eletrénica do SPE. O efeito sinérgico da NCC e do PANi nas propriedades
eletrocataliticas do nanocomposito, juntamente com a elevada porosidade do nanocompoésito,
tornaram-no num bom candidato para imobilizar enzimas e biomoléculas.

Em primeiro lugar, preparou-se o nanocompésito de PANiI/NCC com introdugao do
Ll e a sua posterior deposi¢ao no elétrodo, tendo sido adicionado glutaraldeido (GLU) e, em
Gltimo lugar, imobilizou-se a enzima colesterol oxidase (ChOx) que se ligou ao GLU.”'

De seguida, avaliaram-se as propriedades eletroquimicas dos elétrodos modificados,
através de voltametria ciclica (CV). A associagio do nanocomposito no SPE levou a um
aumento dos picos anddicos, devido a sua elevada area de superficie e porosidade, o que
facilitou a transferéncia de eletroes e melhorou as propriedades eletroquimicas. O
revestimento com LI com elevada condutividade aprimorou a transferéncia eletrénica. O
elétrodo modificado com PANI/NCC/IL/GLU/ChOx evidenciou um aumento drastico nos
picos redox, devido a reagao quimica entre a enzima e o colesterol com produgao de H,0,.
Posteriormente, analisou-se a morfologia de superficie do nanocompésito PANi/NCC, tendo-
se observado uma estrutura fibrosa com elevada porosidade gragas a NCC, sem separagao de
fases, o que revelou a polimerizagao homogénea do monoémero (PANi) na superficie da
NCC.

Para avaliagao da performance analitica do biossensor PANi/NCC/IL/GLU/ChOx
preparado, procedeu-se a determinagao da sua sensibilidade, estabilidade, repetibilidade,
linearidade e seletividade. O biossensor exibiu uma resposta rapida e sensivel no intervalo de
concentragoes de colesterol de | pM até 12,0 mM, com um limite de detegao (LOD) e um
limite de quantificagao (LOQ) de 0,48 pM e 0,6 pM, respetivamente. Estes resultados
permitiram concluir que este biossensor apresentou uma maior sensibilidade eletroquimica
em comparagao com outros biossensores para o colesterol. Para se avaliar a reprodutibilidade
do elétrodo modificado, avaliaram-se cinco replicados de uma solugao tampao com 1,0 mM
de colesterol, com obtengao de um desvio padrao relativo (RSD) de 3,74%. Por outro lado,
avaliou-se também a repetibilidade, mas, desta vez, através da realizagao de cinco medigoes
de uma solugao de 1,0 mM de colesterol, com obtengao de um RSD de 3,31%. Ora, estes
valores baixos de RSD evidenciaram uma boa precisao do elétrodo modificado.’’

Por fim, para se avaliar a influéncia de interferéncias na seletividade dos biossensores,

utilizou-se uma mistura com uma concentragao de glucose, acido ascorbico e acido Urico igual
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a de colesterol (1,0 mM), nao se tendo verificado alteragoes na detegao. Com uma posterior
adicao de uma solucao de 1,0 mM de colesterol a anterior, verificou-se um aumento na
resposta do biossensor, o que comprova, uma vez mais, a sua elevada sensibilidade e
seletividade. Os testes de estabilidade realizaram-se a 4°C durante 20 dias. No 19.° dia, a
atividade do biossensor para uma amostra de colesterol de 1,0 mM reteve 84% da atividade
inicial, o que evidenciou uma boa estabilidade do biossensor. Segundo os autores, de acordo
com as analises efetuadas, o biossensor preparado mostrou resultados promissores para uma

detecio de colesterol em diagnésticos clinicos.”

4. Patentes e analise de mercado

Numa analise retrospetiva deste topico, é percetivel que a NC tem um elevado nimero
de aplicagoes. Muitos investigadores analisam as patentes de uma determinada area tecnologica
para procederem a investimentos e inovagoes mais direcionados. Além disso, nos estudos
abordados anteriormente, sao utilizados processos para obtengao e modificagao da NC ja
patenteada, o que torna interessante a abordagem desta temadtica para uma melhor
compreensao da sua universalidade e aplicabilidade. Assim sendo, com o objetivo de perceber
melhor a sua evolugao e inovagao ao longo dos anos, neste capitulo sio abordadas patentes
relativas aos trés tipos de NC, com destaque dos trabalhos de investigagao realizados por
CHARREAU et al.' e DURAN et al.”

No trabalho de CHARREAU et al.' pesquisaram-se cerca de 4500 patentes referentes
a nanomateriais de celulose, publicadas no periodo decorrente entre 2010 e 2017, abordando
os trés tipos de NC, tendo-se obtido um aumento notavel no numero anual de documentos
publicados durante aquele periodo, em especial de 2015 a 2017. Para uma informagao mais
detalhada, consultar as Tabelas I, 2 e 3 do presente estudo. Para além disso, a maioria das
patentes ainda era detida por instituicoes académicas e de inovagao, o que evidencia que a NC
€ cada vez mais utilizada, modificada e testada para aplicagoes pretendidas dadas as suas
caracteristicas. O segundo aspeto realgado foi a notoriedade atribuida a China, aos Estados
Unidos da América e ao Japao, como sendo os mercados mais interessados na protegao e
exploragao comercial de inovagdes relacionadas com a NC.

Ainda neste contexto, no estudo de DURAN et al.¥’

analisou-se, de uma forma geral,
as patentes relacionadas com a NC. Nesta analise, concluiu-se que algumas das técnicas mais
comuns para a preparagao de NC sao os procedimentos acidos e enzimaticos e os processos
de oxidacao. Além disso, foi estudado o impacto de materiais a base deste excipiente em varias
areas, como as aplicagoes biomédicas ja aqui destacadas. Com o objetivo de compreender

melhor esta premissa, considera-se a consulta da tabela 8 deste estudo. Deste modo, torna-
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se essencial abordar algumas patentes publicadas na literatura. Através de uma pesquisa nos
websites ESPACENET® e WIPO®, foi possivel analisar algumas patentes. Na Tabela 2,

mostram-se alguns dos exemplos encontrados.

Tabela 2. Exemplos de patentes publicadas relacionadas com a NC.

Numero da . Data da
. . Titulo Inventores . .

publicacdo publicacdo
WO/2020/223778” | Matriz 3D de nanocelulose para | KOEPP, Janice; BERTI, | 12/11/2020
cultura de células humanas e animais | Fernanda Vieira; COLLA,
in vitro Guilherme; DOS REIS, Emily
Marques; RAMBO, Carlos

Renato; PORTO, Luismar

Marques
WO/2021/105538°' Shredding method and device for | BARAHONA GONZALEZ, | 03/06/2021
obtaining nanocellulose Rafael
CNI111920762A™ Preparation of  high-efficiency | HUO Ying; LIU Hongbin; LIU | 13/11/2020
hydrophobic drug- Yingying
loaded nanocellulose-based hydrogel
material

CN109646703A% Nanometer  cellulose ~ composite | DU Yumin; GAO Huimin; | 19/04/2019
antibacterial material and preparation | PANG  Zhiyi; QIDIAO
method and application thereof Liangren; ZHANG Lina
CNI111363096% Allicin-loaded nanocellulose hydrogel | CHEN Haixia; GAO Xudong | 03/07/2020
drug-loading system and preparation
method and application thereof

A primeira patente (W0O/2020/223778) aborda a obtengao de uma matriz 3D de NC
para a cultura de células humanas e animais in vitro, isto €, relata um método para o seu fabrico
com obtengao de uma distribuicao especifica de nanofibras nas superficies da matriz com
possibilidade de imobilizagao de moléculas quimicas. Além disso, aborda também a utilizagao
das matrizes para a reconstrugao de pele artificial como uma plataforma para testes de eficacia
e seguranga de cosméticos e farmacos in vitro.” Por outro lado, a WO/2021/105538 aborda
um método e um dispositivo de obtencao de NC. O método envolve trés passos, nos quais
se submete a celulose diluida em 4agua a uma pressao numa camara com posterior trituragao
dupla com descompressiao e, finalmente, a solugao colide com as paredes da camara,
ocorrendo uma terceira trituragdo.”’ Na CNI11920762A divulgou-se a preparacio de um
hidrogel de NC de elevada eficiéncia para a incorporagao de farmacos hidrofébicos através de
um método simples com capacidade de resolver as adversidades na incorporagao deste tipo
de farmacos.” Para além destas patentes, a CNI109646703A apresentou um material
antibacteriano a base de NC com o respetivo método de preparagao e aplicagao. Este material
apresentou excelentes propriedades em concordancia com aquelas que tornam a NC 6tima
para a cicatrizagio de feridas, como a inibicado do crescimento de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.”® Em dltimo lugar, a CN1 11363096 descreve um sistema de libertagao

de farmacos baseado em hidrogéis de NC carregados com alicina, como um método de
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preparagao e aplicagao. O hidrogel apresentou &timas caracteristicas: uma boa resisténcia
mecanica e uma elevada capacidade de incorporagao do farmaco com uma boa estabilidade
aplicabilidade em farmacos.”

Em suma, resta apenas abordar o futuro da NC numa perspetiva de andlise de mercado,
com recurso, para isso, aos estudos realizados Mordor Intelligence e pela Global Market Insights.
Com os dados obtidos, o valor de mercado da NC esta previsto registar, entre 2021 e 2026,
uma taxa de crescimento de 22% em relagao a 2020, ano no qual este foi afetado pela pandemia

que atravessamos.” ** Ambos os estudos concluiram que a NFC domina o mercado,”™ ***

com uma quota superior a 50%,” *

sendo expectavel que isto se mantenha. Além disso, a
longo prazo, os principais fatores que impulsionam o crescimento do mercado estudado sao
as excelentes propriedades da NC em diversas aplicagdes (Anexo 5).”°** O facto desta ser
um biopolimero, faz com que seja bastante atrativa para varios mercados e exista uma elevada
procura em economias desenvolvidas. O mercado norte-americano é dominante, com uma
quota de 40%, devido a um elevado consumo e consequente procura da NC. Os Estados
Unidos da América tém o maior mercado biofarmacéutico, sendo o pais lider em investigagcao
e desenvolvimento (R&D) biofarmacéutico, onde a produgao e comercializagao de produtos
farmacéuticos estao previstas aumentar no periodo decorrente entre 2021 e 2026. De facto,
a Universidade de Maine, nos Estados Unidos da América, tem a capacidade de fornecer NFC
a entidades com interesse em desenvolver novas aplicagoes a base deste excipiente. Com
estas evidéncias, é expectivel que o mercado da NC norte-americano cresca rapidamente.”
% Ainda neste sentido, a india é considerada como uma economia desenvolvida, que apresenta

95; 96

um setor farmacéutico e cosmético em exponencial crescimento, onde a NC podera

assumir um papel fundamental. Na verdade, com este estudo, foi percetivel que, do mercado
total da NC, uma boa parte deve-se a sua aplicacido nos setores referidos anteriormente.’ >

Finalmente, o mercado testemunhou um aumento do nimero de patentes entre 2015
e 2019.”7 Contudo, o seu crescimento podera ser limitado por barreiras econémicas.’ *
Todos estes dados sugerem uma exponencial inovagao da NC nos proximos anos, para um
maior desenvolvimento de materiais a base deste excipiente, contribuindo assim para uma
area emergente da nanotecnologia. Apresentam, contudo, alguns desafios ainda por superar

para uma aplicagio industrial mais vasta da NC." ¥
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5. Conclusido e Perspetivas Futuras

Ao longo deste trabalho, foram abordados os trés tipos de NC e respetivas
caracteristicas bem como a sua aplicabilidade crescente na tecnologia farmacéutica, mais
concretamente em aplicagoes biomédicas e em biossensores. Para além disso, numa perspetiva
de propriedade intelectual, foi possivel abordar algumas patentes, bem como analisar o seu
potencial de mercado e, uma vez mais, verificar a sua importancia em diferentes contextos.
Tudo isto, aliado a uma facilidade na modificagao da superficie deste excipiente, permite, com
seguranga, afirmar que a NC possui uma elevada versatilidade. Reflexo desta caracteristica é a
sua utilizagado em inumeras aplicagoes, como sejam sistemas de libertacio de farmacos,
scaffolds para a engenharia de tecidos, cicatrizacao de feridas ou, até, biossensores. Um
exemplo de um produto ja comercializado encontra-se no Anexo 6, em que um scdffold a base
de BNC pode ser utilizado em reatores para a cultura de células animais.

Contudo, a NC nao é degradavel no organismo humano, sendo esta uma limitagao que
afeta, atualmente, a sua aplicagao a nivel da produgao de, por exemplo, scaffolds para a
engenharia de tecidos. Deste modo, é essencial que haja um maior conhecimento
fundamentado e um maior numero de estudos, como por exemplo, ensaios pré-clinicos em
animais para se concluir acerca da toxicidade deste excipiente e das consequéncias que a sua
utilizagdo pode ter na saude humana, com o objetivo de se concretizar uma maior
comercializagao destes materiais para diversas aplicagoes, como para a cicatrizagao de feridas.
Para além disso, ainda nao foi explorada a interagao entre os nanocompositos sintetizados
com os microrganismos presentes no local de aplicagao, o que requere estudos para avaliar
esta condicionante. Por outro lado, a maioria dos estudos aborda a utilizagao da NC com
biopolimeros ao invés de focar a utilizagado da NC com biopolimeros condutores. Assim, no
futuro, sao necessarios mais estudos para que se possa beneficiar das propriedades
eletroquimicas dos biopolimeros condutores para a obtencao de dispositivos eletrénicos para
tratar patologias. Como exemplo, pode-se referir a obtengao de dispositivos SPE que sirvam
como imunossensores ou que possam ser combinados em terapias de entrega de farmacos.

Além disso, também se torna fundamental aumentar a exploragao e investigagao de
modificagoes na superficie deste excipiente para a obtengao de materiais com propriedades
desejaveis e especificas para um campo tao desafiante e promissor como a nanomedicina.

A NC apresenta-se assim como um excipiente excecional com inimeras facetas e
modificagoes ainda por descobrir. Possui, inquestionavelmente, um elevado potencial para, a
longo prazo, revolucionar uma nova geragao de materiais para diversas aplicagdoes e uma

elevada capacidade para a resolugao dos desafios atuais e futuros.
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ANEXO |

Fontes de NC

Plantas Bactérias Algas Tunicatas Para a obtencio de:

Figura I-1-A. Esquema das diferentes fontes dos trés tipos de NC. (Adaptado de RAGHAV et al.%).
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ANEXO 2
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Figura 2-1-A. Esquema com as aplicagSes mais relevantes da NC. (Adaptado de SORIANO et al.'s).
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ANEXO 3
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Figura 3-1-A. AplicagGes farmacéuticas e na biomedicina da NC. (Adaptado de YU et al.65).
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ANEXO 5

Nanocellulose Market, Revenue (%), by End-user Industry, Global, 2020

@ Composites

@ Paper Processing

@ Pharmaceuticals and Cosmet-
ics

@ Other End Users

@ Paints and Coatings

@ Food and Beverage

@ Oil and Gas

Grafico 5-1-A. Representacio das diferentes aplicages do mercado da NC e respetivas receitas em percentagem por
industria em 2020. (Adaptado de MORDOR INTELLIGENCE®).
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ANEXO 6

BNG oo

SCAFFOLD

This unique in vitro Product Description

ceall culture and tissue Tha BMC Shiset's three-dimsansional miotrix s deslgned to be ussd In small to
= = Iﬂrg& scale tank reactars for anlrsal esdl culture. Mode from 100 celiuloss

engineering sc affold this alF-natural ecafiold |z o distary and edibie fibre. The nano-fibres have

iz made from 100% dlarneters ranging froam 20-100nm, which ghes the BHC Sheet o wery large

. surfacs area for call attachmant Tha BHNC Shaat has axcallant mechanlcal and
Bacterial NanoCellulose., thermal stabliity,

Features & benefits

Physical dirmensionsz A B-D ealuloss miatri with nane-fibls ranging in dameter tron 20-100nm.

All natural and non-synithetic Totally todegrodalde.

Dietary Bacterial nanocelluloss iz o distary edible fibre.

Stability The BHC Shest has excellent mechanlical and thermal stabdity.

Porosity nterconnecting pones throughaout the rmatrx will allow callz o migrate
throughout the ecaffold. Aleo allows medio permeation and gos exchangs
for long termn cell survvl

Chan sty «gyfcm?

Shape BHC Sheats can be manufactured n all shopes and sizes.

Shipping and Storage Ag the scaffold ks made from cellulese, it can be ehipped and stored at room
temperobura

Sterility Umstaria

Colour White

Molsture Retertion Up tia 14% cwn dry welght

Harvesting of Cellz Becauss the BNC Shest |s mode from an edible celluloss fibre, thers = no
nead to sspanote cells from the scaffold.

Ueage and Purpose samples for research and development punposes onty, Refer to MSDE

Instruckions for use

Thea dry BNC Sheet ks ydrated in without removing the PES, the Remove the PES elthar by

a ealcium and mognasium free BMC Sheat can be sterlised by suction or decanting, add new
PES (10giL). The air trappad in the outoclaving (for exampls 12IPC PES and milx Remove PES and
BNC Shesat, cousing it to float, s for 15 minutes at 15psi). add culture rediunm,

removed using a mild wacuum.
The BNC Sheat will gink once all
the trapped oir ls removed. Once
rehvydrated, the BNC Sheat w
becoma flexible.

Product of Cass Matanals cassmateriali.com

Figura 6-1-A. Scaffold de BNC ja comercializado. (Adaptado de CASSMATERIALS!55).
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