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Parte |

Relatorio de estagio em Distribuicao Farmacéutica

Plural + Udifar



Abreviaturas

BPD — Boas Praticas de Distribuicao
GAP — Gabinete de Apoio Personalizado

SWOT - do inglés Strengths, Weakness, Opportunities and Threats



I. Introducio

O estagio curricular constitui uma das etapas fundamentais do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas, visando a integracao e aplicagao pratica dos conceitos tedricos
adquiridos ao longo de 9 semestres.

Aquando da escolha do local de realizagao do primeiro estagio, a minha opgao incidiu
sobre a vertente da distribuicao farmacéutica por ser uma area diferente e que me permitiu
adquirir novos conhecimentos e conhecer uma area de atuagao diferente do farmacéutico.

A realizagao de um estagio curricular numa empresa em expansao e desenvolvimento,
num mercado que se apresenta em crescente inovagao € competi¢ao permitiu-me contactar
com mais uma area de atuagao do farmacéutico, o que sera, certamente, uma mais-valia para
o meu futuro profissional.

Segundo o n° | do Artigo 3° do Decreto Lei n° 176/2006, de 30 de Agosto, a distribuicao
por grosso é definida como "atividade de abastecimento, posse, armazenagem ou fornecimento de
medicamentos destinados a transformagdo, revenda ou utilizagdo em servicos médicos, unidades de
saude e farmdcias, excluindo o fornecimento ao publico." '

A distribuicao funciona como elo de ligacao entre o fabricante - a indUstria farmacéutica
- e as farmacias comunitarias e hospitalares. Sendo a distribuigao por grosso uma das fases do
circuito dos medicamentos, necessita de regulamentagao e autorizagao para o seu exercicio.
Para tal, é necessario cumprir as Boas Praticas de Distribuicio de medicamentos de uso
humano.

Segundo as Boas Priticas da Distribuigao, o distribuidor por grosso tem de possuir um
diretor técnico, farmacéutico, inscrito na Ordem dos Farmacéuticos e que se encontra sujeito
aos deveres presentes no Decreto-Lei n°. 288/2001, de 10 de novembro. Dentro das fungoes do
diretor técnico, é de realcar a garantia de aplicagdo e manutengao do Sistema de Gestao da
Qualidade. 2

A Plural + Udifar também comercializa medicamentos de uso veterinario, sendo esta
atividade regulamentada pela Dire¢ao Geral de Agricultura e Veterinaria.

Para atuar como distribuidor por grosso de medicamentos veterinarios, deve ser titular
de uma autorizagao de distribuicao por grosso, de acordo com o n° | do Artigo 99 do
Regulamento (EU) 2019/6 e cumprir as boas praticas de distribuicio de medicamentos

veterinarios, de acordo com o n° 5 do Artigo 10/ do mesmo Regulamento. *



2. Plural + Udifar

A PluraltUdifar é uma cooperativa que tem como missio o aprovisionamento,
armazenamento e distribuicao de medicamentos aos seus cooperadores, de acordo com as
Boas Praticas da Distribuicao. A empresa tem como objetivo a promogao de uma politica
social, com vista a pratica de valores de solidariedade e equidade. Estes sao os valores que
caracterizam as empresas integradas na Economia Social, na qual se integram as cooperativas.
Esta cooperativa possui mais de 40 anos de existéncia e € composta por 5 armazéns — Maia,
Coimbra, Tortosendo, Cacém e Faro, sendo que a sua sede se encontra situada em Coimbra.

Durante o meu periodo de estagio, que decorreu de |10 de janeiro a 28 de fevereiro
de 2023, sob orientacao da Dra. Olga Simoes, tive oportunidade de passar por varios setores
da empresa e perceber o seu funcionamento e dinamica.

A rececao de encomendas inicia-se com a conferéncia de fatura, se os produtos
pedidos coincidem com os recebidos, confirmacao de prego e criagio de numero de
recebimento. Através do numero de recebimento é posteriormente feita a conferéncia de
recebimento e entrada de mercadoria para armazém ou para stock.

No armazém, os produtos sao arrumados na posi¢ao correta para estarem disponiveis
no momento do aviamento. Esta arrumagao também é feita com recurso a tecnologia para
garantir que o produto correto estara na posi¢ao correta.

O armazém possui um robot de aviamento automatico - a-frame - que é carregado
manualmente, onde estao os produtos com maior rotagao que sao aviados automaticamente;
um carrossel em que o aviamento é manual, com indicagao automatizada do aviamento e é
neste robot podemos encontrar substancias controlas e produtos menos solicitados, com
menor rotatividade. Outra parte do picking é realizada manualmente com recurso a aparelhos
de radiofrequéncia em que ocorre verificagao simultanea da posigao, do produto e do baque.

Depois de preparados, a fatura é colocada automaticamente nos baques vao para o

cais de expedigao até seguirem para as respetivas farmacias.

3. Analise SWOT

O presente relatorio de estagio tem como objetivo a realizagao de uma analise SWOT,
uma ferramenta de gestao amplamente utilizada pelas empresas no desenvolvimento da
estratégia empresarial. Esta andlise foi criada por Kenneth Andrews e Roland Christensen e
consiste num modelo de avaliagao da posicao competitiva e de organizagao do mercado. O

termo SWOT ¢ derivado da jungao das inicias dos pilares desta estratégica analise - Strengths



(Pontos Fortes), Weakness (Pontos Fracos), Opportunities (Oportunidades) e Threats
(Ameagas). *

Os pontos fortes e os pontos fracos fazem parte dos fatores internos, que existem
dentro da empresa ou das suas principais parcerias e devem ter como principal foco os
processos e solugoes necessarios para atender as necessidades do consumidor. As
oportunidades e ameagas integram os fatores externos que envolvem assuntos decorrentes
no ambiente externo da empresa e devem ser tidos em consideragao pois o mercado possui

caracteristicas indispensaveis para o desenvolvimento da organizacio. *

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Integracao e acolhimento

Desde o primeiro dia de estagio que fui bem recebi por toda a equipa da Plural +
Udifar. Durante os 2 meses de estagio tive oportunidade de passar pelos varios setores da
empresa — recegao e conferéncia de encomendas, aviamento manual e com robot, reposicao
de stock de armazém, verificagao de stocks, reclamagoes, gabinete de apoio ao cliente, gabinete
de compras e gabinete de direcao técnica - e conhecer o funcionamento de cada. Toda a
equipa me acolheu bem e sempre se mostraram prontamente disponiveis para me ensinar e

explicar detalhadamente cada processo.

3.1.2. Formacao constante dos colaboradores e melhoria continua

Uma das fortes apostas da Plural + Udifar é a formagao continua dos seus
colaboradores. Tendo em conta o reduzido nivel de escolaridade dos operarios, a formagao
€ extremamente importante para normalizar e melhorar os processos. Ao longo do meu
periodo de estagio também eu tive oportunidade de participar em a¢oes de formagao sobre a
metodologia KAISEN.

A cooperativa possui uma equipa especializada que se dedica todos os dias a melhoria
continua procedendo andlise minuciosa dos processos, manuais e informatizados, com
objetivo de reduzir os erros ao maximo, otimizar recursos e processos, levando a redugao de

custos e melhoria da qualidade dos servigos prestados.



3.1.3. Qualidade e eficacia dos servigos prestados

A rapidez e prontidio com que todo o processo de distribuicdo ocorre permite que
os medicamentos cheguem as farmacias no menor tempo possivel e nas melhores condigoes
possivel.

Ao longo do meu estagio tive oportunidade de passar pelos varios setores da empresa
e perceber o funcionamento pormenorizado dos mesmos. Tudo esta organizado e pensado
ao pormenor para reduzir tempo, custos e aumentar a eficacia de todos os processos.

A relagcao de confianga e proximidade com as farmacias € muito importante e na
Plural+Udifar tudo é pensado ao pormenor para que as falhas sejam reduzidas ao maximo.

Uma das principais missoes da Plural+Udifar é a satisfagdo dos seus cooperadores e
esta pode ser comprovada pela sua evolugao comercial, o aumento de vendas, e pela reducao
significativa do numero de “Aguardamos”, os produtos pedidos pelas farmacias que a Plural
nao dispunha para entrega imediata. A satisfagao dos clientes é fundamental e para que esta
seja alcancada sao usadas diversas metodologias. O GAP (Gabinete de Apoio ao Cliente) é
uma pega fundamental na interagao da empresa com os seus clientes, sendo um servigo
fundamental para o estabelecimento de relagces de proximidade e confianca. E através deste
servico que as farmacias podem esclarecer as suas duvidas, realizar algumas encomendas e

tratar de reclamagoes.

3.1.4. Seguranca e controlo de qualidade

A seguranca e o controlo de qualidade sao fundamentais neste setor. Na Plural +
Udifar, o Sistema de Gestao da Qualidade, pelo qual a farmacéutica é responsavel, abrange a
organizagao, procedimentos, processos, recursos e atividades necessarias para garantir que o
produto a ser fornecido as farmacias mantém a sua qualidade e integridade durante o respetivo
armazenamento, aprovisionamento e transporte.

A cooperativa dispoe de uma Manual de Qualidade, elaborado e constantemente
revisto e atualizado pela diretora técnica da empresa, farmacéutica, e onde constam as
responsabilidades, caracteristicas e a organizagao de todos os membros da empresa para
auxiliar na gestao de recursos humanos e materiais. Os principios da norma internacional para
Sistemas de Gestao e Qualidade - ISSO 900! - sao implementados na cooperativa e é da

responsabilidade da diretora técnica fazé-los cumprir.



3.2.Ponto Fracos

3.2.1. Afastamento do farmacéutico enquanto clinico

Na drea de distribuicao farmacéutica, o papel do farmacéutico é muito baseado na
aplicagao do sistema de gestao da qualidade e no cumprimento das Boas Praticas da
Distribuigao, constituindo assim uma agao muito legislativa e regulamentar.

Quando pensamos num farmacéutico rapidamente associamos a sua missao ao auxilio
do doente, o que nao acontece na distribuigao farmacéutica.

Durante os 2 meses de estigio foi, sem duvida, da parte clinica da profissao

farmacéutica que senti mais falta.

3.3.Oportunidades

3.3.1. Polivaléncia do farmacéutico

Na area da distribuigao farmacéutica o farmacéutico enquanto diretor técnico tem ao
seu encargo um enorme leque de fungoes. Desde a implementagao e gestao do sistema de
gestao da qualidade a gestao de recursos humanos, o papel do farmacéutico é notoério. O
farmacéutico tem o papel de responsavel maximo por todos os produtos presentes no
armazém, coordena a entrada de novos produtos e a retirada de outros, assegura as condigoes
de armazenamento e manuseamento dos mesmos e participa ha gestao ativa dos recursos
humanos.

Apesar de haver um afastamento do farmacéutico enquanto prestador de cuidados de
salde, ha todo um leque de fungoes diferentes e onde o farmacéutico tem um papel ativo. A
distribuicao farmacéutica é mais um exemplo de onde o farmacéutico pode integrar diversas

fungoes, demonstrando a polivaléncia da profissao.

3.3.2. Forte aposta em inovacao tecnolégica
Atualmente, uma parte significativa dos procedimentos realizados na Plural sao feitos

de forma automatizada e com recurso a tecnologia.

Como referido anteriormente, na area da distribuicao a rapidez e organizagao dos
processos é um ponto chave para garantir as entregas com qualidade e num curto espago de
tempo. A aposto na inovagao tecnoldgica €, sem duvida, uma melhoria enorme e com grande
contributo para reducao do tempo dos processos, reducao da possibilidade de erro e garantia
de qualidade.

A componente tecnoldgica presente na Plural+Udifar foi uma das coisas que mais me

fascinou e impressionou durante o meu estagio.



3.4. Ameacas

3.4.1. Dependéncia de fatores externos

A economia da Plural+Udifar esta dependente da dos seus cooperadores, as farmacias.

Sao inumeros os fatores que influenciam a sua economia, que varia facilmente e em
curto espago de tempo. O poder de compra das farmacias, os pregos dos medicamentos
praticado pelos seus fornecedores assim como todos os custos de logistica associados fazem
deste negocio algo instavel.

E extremamente importante realizar uma gestio cuidada dos recursos e estar atento
ao mercado. A cooperativa dispoe de um departamento financeiro e um departamento de
compras que trabalham diariamente a logistica de compras e vendas, tentando rentabilizar o
negocio a0 maximo.

A concorréncia e a criagao de contratos de exclusividade por parte da mesma ¢é

também um entrave na gestao do negocio.

3.4.2. Surgimento de genéricos e novos produtos

O constante surgimento de genéricos e novos produtos faz parte do dia-a-dia do
mercado farmacéutico. Esta € uma problematica que obriga a uma atengao redobrada e boa
gestao de compras para evitar excessos de stock mas também falhas de entregas a farmacias.

A Plural+Udifar possui um Departamento de Compras que trabalha diariamente na
gestao dos produtos a adquirir. A gestao dos stocks tem de ser bastante ponderada porque as
margens muitas vezes sao reduzidas e o prejuizo supera o ganho.

No mercado farmacéutico as campanhas de marketing tém grande influencia o que leva

a necessidade de atengao redobrada no momento das compras e gestao de stocks.

4. Conclusiao

O farmacéutico € o profissional mais qualificado no que toca a gestao de todo o
percurso dos medicamentos, desde todo o processo de investigagao e descoberta de novas
moléculas até ao momento em que o medicamento chega ao seu consumidor final.

A distribuicao farmacéutica é mais uma area onde a atuagao do farmacéutico é
indispensavel e insubstituivel, embora muitas vezes nao seja tao notada.

Considero que este estagio me ofereceu uma nova e mais ampla visao sobre o papel
do farmacéutico e as inumeras oportunidades profissionais disponiveis. E realmente

impressionante visualizar todo o processo ao qual medicamentos e outros produtos de saude



sao sujeitos desde o momento em que saem do laboratério até chegar a farmacia. O contacto
direto com a area da distribuicao farmacéutica permitiu-me colmatar algumas falhas
curriculares visto que esta nao é uma area muito abordada ao longo do curso de Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Toda a equipa da Plural+Udifar foi incansavel desde o primeiro dia, incorporando-me
sempre nas suas tarefas e demonstrando preocupagao constante com a minha aprendizagem.

Considero que este estagio curricular foi bastante benéfico para o meu curriculo
porque me permitiu adquirir e solidificar conhecimentos sobre mais uma area que o curso de

Ciéncias Farmacéuticas nos permite seguir.
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Parte 1l

Relatério de Estagio m Farmacia Comunitaria

Farmacia Matilde Soares



Abreviaturas

DCI - Denominagao Comum Internacional
MNSRM - Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
PIM - Preparacao Individualizada de Medicacao

SWOT - do inglés Strengths, Weakness, Opportunities and Threats



I. Introducio

“A farmdcia comunitaria, dada a sua acessibilidade a populacdo, é uma das portas de entrada
no Sistema de Saude. E um espaco que se caracteriza pela prestacdo de cuidados de satide de elevada
diferenciacdo técnico-cientifica, que tenta servir a comunidade sempre com a maior qualidade. Na
farmacia comunitdria realizam-se atividades dirigidas para o medicamento e actividades dirigidas para
o doente. Para que o farmacéutico possa redlizar estas actividades, necessita de instalacées,
equipamentos e fontes de informagdo apropriadas, ou seja, necessita que a farmacia possua a
estrutura adequada para o cumprimento das suas fungées.” '

A farmacia comunitaria é uma porta sempre aberta aos utentes, muitas vezes o seu
primeiro recurso para problemas de saiude e necessidades didrias. O farmacéutico € um
profissional extremamente bem preparado para responder as necessidades da populagao e a
farmacia comunitaria é um local onde o farmacéutico tem oportunidade de contemplar
plenamente a sua fungao de agente de saude publica.

Ao longo do tempo o papel do farmacéutico na farmacia comunitaria tem sofrido
alteragoes, deixando de estar centrado na dispensa do medicamento para ir mais além, na
andlise do perfil e necessidades do doente e no aconselhamento personalizado. O
farmacéutico é um profissional extremamente qualificado e muitas vezes, o primeiro e Unico
prestador de cuidados de salde, devido a disponibilidade constante e acessibilidade das
farmacias.

O presente relatério de estagio foi elaborado no ambito da realizagao do meu estagio
curricular na area de farmacia comunitaria, na Farmacia Matilde Soares. O estagio curricular

decorreu de 6 de margo de 2023 até 8 de julho de 2022, sob a orientagao da Dra. Rute Tavora.

2. Farmacia Matilde Soares

A Farmacia Matilde Soares foi fundada em 1879 e desde 1981 que se encontra em
sediada na Rua Dr. Anténio José de Almeida, no concelho de Mira, tendo sido alvo de
remodelagdes ja no ano de 2016. Encontra-se localizada numa vila, junto a uma zona de praia,
o que faz com quem tenha nao s6 os seus clientes fidelizados como também muitos de
passagem, em turismo. A farmacia possui um horario de funcionamento alargado — de segunda
a sexta das 9:00h as 20:30h e sabados das 9:00h as 19:00h.

Pelo contacto que tive durante o meu estagio, € de notar que a farmacia possui um
publico alvo muito heterogéneo, diferentes faixas etarias, diferentes classes socioeconémicas
e diferentes culturas, o que se tornou uma mais-valia para o meu desenvolvimento profissional,

sendo um dos principais pontos fortes do meu estagio.



3. Analise SWOT

Para proceder a avaliagao sucinta do decorrer do meu estagio recorri a analise SWOT,
uma ferramenta de gestao amplamente utilizada pelas empresas no desenvolvimento da
estratégia empresarial. Esta andlise foi criada por Kenneth Andrews e Roland Christensen e
consiste num modelo de avaliagao da posicao competitiva e de organizagao do mercado. O
termo SWOT ¢ derivado da juncao das inicias aos pilares desta estratégica analise — Strengths
(Pontos Fortes), Weakness (Pontos Fracos), Opportunities (Oportunidades) e Threats

(Ameagas). *

3.1.Pontos Fortes

3.1.1. Integracdao na equipa

A Farmacia Matilde Soares é constituida por uma equipa maioritariamente jovem que
integra farmacéuticos, técnicos de farmacia e técnicos auxiliares de farmacia. Desde o primeiro
dia que foi notério o elevado grau de competéncia de todos, a dinamica e a abertura e
recetividade a novas ideias.

Durante o meu estagio, fui recebendo diariamente formagao por parte de todos os
colegas que me ajudaram e auxiliaram sempre da melhor forma na realizagao das tarefas diarias
na farmacia.

Senti-me sempre bem integrada na equipa pelo constante apoio e auxilio que me foi

prestado ao longo de todo o estagio.

3.1.2. Elevada dinamizacao

A Farmacia estd em constante desenvolvimento, com introducao de novas marcas,
dinamizagao de campanhas e aconselhamentos especializados das diversas marcas de produtos
como dermocosmética e suplementagao.

As montras e lineares estao em constante rotagao e inovagao, o que confere a farmacia
uma mudanga de imagem constante, suscitando curiosidade e interesse para o cliente. Todas
estas alteragoes devem ser feitas tendo em consideragao os interesses do publico-alvo da
farmacia. Durante o meu estagio tive oportunidade de participar na realizagao de diversas
montras e reorganizagoes de lineares.

Desde anuncios televisivos a publicagdoes em redes sociais, a informagao publicitaria
disponivel é casa vez maior. O setor farmacéutico, em especifico a farmacia comunitaria, pelo

seu vasto leque de produtos, nao é excecao. Por isso, € importante estar atento as tendéncias,
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porque cada vez mais as pessoas sao bombardeadas com publicidades e novos produtos,
obrigando o farmacéutico a estar informado e a conhecer os produtos, para os aconselhar da

melhor forma assim como a farmacia alargar os seus stocks.

3.1.3. Fidelizacao dos utentes

A Farmacia Matilde Soares encontra-se localizada numa vila e por isso possui um vasto
leque no clientes fidelizados, o que faz com que haja uma grande relagao de confianga do
utente com a farmacia. Por isso, a farmacia é o lugar que procuram para esclarecer as suas
duvidas, sobre prescricoes, desde a posologia, reagoes adversas e também interagoes
medicamentosas e farmaco-alimento. O facto de os clientes terem a sua ficha de cliente na
farmacia facilita o acesso ao seu historial de medicagao o que é uma mais-valia no processo de
acompanhamento farmacoterapéutico do doente. Muitas vezes o farmacéutico consegue ter
acesso a dados cruzados de prescri¢oes e aconselhar o doente da melhor forma.

A farmacia Matilde Soares dispoe ainda de um cartao de fidelizagao onde é acumulada
uma percentagem dos gastos do cliente e que podem ser posteriormente descontados em

compras na farmacia.

3.1.4. Servicos

Atualmente, a farmacia comunitaria ja nao é s6 um local de dispensa de medicamentos.
Cada vez mais as farmacias dispoem de servigos que ajudam a promover a saude publica e o
bem-estar dos utentes.

A Farmacia Matilde Soares dispoe de varios servigos como a administragao de vacinas
e medicamentos injetaveis, determinagao de parametros bioquimicos (glicémia e colesterol),
medigoes de pressao arterial, Preparagao Individualizada de Medicagao (PIM) e realizagao de
Mapa 48H. A farmacia dispunha ainda de consultas de nutrigao e servigo de podologia.

O facto de ter contactado e realizado alguns destes servigos foi benéfico para incentivar
e realgar a relagao de proximidade que o farmacéutico tem com o utente.

Na minha opiniao estes servigos sao mais do que apenas um servigo, sa0 um momento
onde o farmacéutico tem oportunidade de realizar em pleno as suas fungoes de agente de
salde publica, discutindo com o utente assunto como os estilos de vida e habitos alimentares,
podendo aconselhar medidas nao farmacoldgicas e muitas vezes sinalizar problemas e doengas

em que os doentes precisam de ser encaminhados para o seu médico de familia.



3.2.Pontos Fracos
3.2.1. Medicamentos esgotados

Ao longo de todo o meu estagio a falta de alguns medicamentos foi uma realidade
bastante sentida. Alguns medicamentos apenas faltaram por curto espago de tempo, outros
por tempo indefinido. Este € um problema que impede o acesso dos doentes ao medicamento,
gerando insegurangas e insatisfagoes muitas vezes expostos no balcao da farmacia. A
veracidade do problema era muitas vezes questionada, colocando em causa o farmacéutico e
consequentemente, o nome da farmacia.

Considero que esta foi uma das maiores problematicas com que me deparei ao longo
de todo o estagio. A falta de alternativa ao medicamento esgotado implica uma ida ao médico,
por parte do utente, para alteragao de medicagao o que lhe causava constrangimento. Por
outro lado, quando existia alternativa muitas vezes os utentes nao se mostravam disponiveis
para alterar a medicagao, mesmo sendo apenas uma alteragao no laboratério do medicamento.

Enquanto estagiaria, considero que este problema foi especialmente sentido também

devido a falta de confianga que os utentes possuiam em mim.

3.2.2. Associacao DCI a nome comercial
A maioria dos utentes, quando aborda o farmacéutico para pedir os seus
medicamentos, recorre apenas ao nome comercial do mesmo. No inicio do meu estagio, a
associagao do nome comercial ao DCI foi uma das principais lacunas. Durante o meu percurso
académico, apenas tive contacto como DCI, o que dificultou esta interagao com o utente.
Muitas vezes tinha de recorrer a meios de pesquisa para conseguir perceber o que o utente

pedia, o que me causava desconforto e atrasava o atendimento.

3.3.Oportunidades

3.3.1. SIFARMA 2000® e novo médulo de atendimento SIFARMA®

Ao longo do meu estagio tive oportunidade de conhecer e aprender a dominar quer o
SIFARMA 2000°, quer o novo médulo de atendimento do programa SIFARMA®, tanto a nivel
de atendimento como de rececio de encomendas. O SIFARMA® é uma ferramenta de trabalho
essencial em farmacia comunitaria. Permite rececionar encomendas, gerir stocks, controlar
vendas e prazos de validade e, entre outras funcionalidades importantes no dia-a-dia da
farmacia comunitaria, € uma pega chave no atendimento. O novo médulo de atendimento é

bastante intuitivo, moderno e inovador. Na minha opiniao, as suas principais vantagens em
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relagao ao anterior é a maior rapidez e facilidade de rececao de encomendas, o facto de gerir
as reservas faturadas e nao faturadas dos utentes, associando-as a ficha de cliente e o alerta
de campanhas promocionais ativas na farmacia. Sao funcionalidades que facilitam e auxiliam o
atendimento.

Na minha opiniao, o facto de ter contactado com os dois sistemas foi uma mais-valia
para o meu futuro profissional pois tratam-se dos sistemas informaticos mais usados nas

farmacias.

3.3.2. Formacao continua

A formagao continua é indispensavel para o desenvolvimento de qualquer profissional.
Permite-nos validar os nosso conhecimentos e mantermo-nos constantemente atualizados,
quer com aquisicao de novos conhecimentos, quer com renovacao e atualizagao de
conhecimentos adquiridos anteriormente.

Na farmacia Matilde Soares tive oportunidade de realizar varias formagoes em
diferentes areas como dermocosmética, suplementagao, homeopatia e dispositivos médicos.

Considero que todos os conhecimentos adquiridos ao longo do estagio, quer por
formacoes, quer pelo contacto com a equipa da Farmacia Matilde Soares foram uma mais-valia
para o meu futuro, permitindo-me prestar um melhor e mais completo aconselhamento ao

doente. Este foi um dos principais pontos fortes do meu estagio.

3.3.3. Cross-selling

2

Cada vez mais a economia da farmacia depende da rentabilidade das suas vendas. E
crucial que o farmacéutico se encontre apto e atendo para analisar o atendimento com cuidado
de modo a aproveitar oportunidades de venda, acrescentando-lhe valor através de vendas
cruzadas, o chamado cross-selling.

O cross-selling € uma estratégia de marketing que consiste em vender outros produto a
um utente que ja tenha adquirido outro produto ao vendedor, nao descorando o beneficio
para o utente. Esta estratégia tem como objetivo final aumentar o volume de vendas e criar
lacos mais fortes na relagio do utente com a sua farmacia. *

Este € um exemplo onde a formagao e atualizagao continua € crucial para conseguirmos

completar vendas da forma mais correta e vantajosa, quer para o cliente quer para a farmacia.
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3.4. Ameacas

3.4.1. Locais de venda de MNSRM

Ao longo do tempo o surgimento de outros locais de dispensa de MNSRM tornou-se
uma grande ameaga para as farmdcia comunitarias. Com o surgimento do Decreto-Lei
n.°238/2007, de 19 de junho passou a ser permitida a venda de MNSRM fora das farmacias. *

A acessibilidade a este tipo de medicamentos tornou-se muito mais facil e os pregos
cada vez mais competitivos, sendo mais dificil para as farmacias igualar pregos aos de grandes
grupos.

Este problema nao ameaga apenas a economia das farmacias, mas também a saude da
populacao. Como futura profissional de salude considero preocupante que muitos
medicamentos sejam dispensados por profissionais sem qualificagao para tal. A facil
acessibilidade aos medicamentos pode levar ao uso incorreto dos mesmos o que tera

repercussoes da saude da populagao.

4. Casos Praticos

4.1. Caso Pratico | - Infecdo fangica vaginal

Utente com cerca de 40 anos dirige-se a farmacia com queixas de prurido e irritagao
vaginal. Comego o atendimento por questionar se sente alteragoes de odor e/ou cor no seu
corrimento vaginal, ao qual a utente apenas referiu ligeira alteragao na consisténcia do
corrimento e presenga de placas brancas na vagina. A utente referiu ainda a toma recente de
antibidtico e afirma usar como medicagao habitual apenas a pilula, Minigeste®. Todo o quadro
era sugestivo de uma infegao fungica vaginal.

Comecei por aconselhar Gino Canesten® creme vaginal para aplicagio durante 6 dias,a
noite. Este € um produto que tem como principio ativo o clotrimazol, um antifungico de largo
espetro de atividade usado no tratamento de infegoes na vagina, vulva ou pénis.

Complementarmente, aconselhei um gel de lavagem intima Lactacyd® higiene intima
delicado, que possui um pH 3.5 e acido L-latico para equilibrar e proteger a zona intima e um
suplemento alimentar Advancis® Bacilpro gyno, que contém diferentes estirpes de Lactobacillus
sp., para ajudar a reequilibrar e repor a flora genito-urinaria da utente, que sofreu alteragoes,
muito provavelmente, associada a toma recente de antibiotico. Recomendei que o suplemento

alimentar fosse tomado uma vez ao dia, depois de uma das prinicipais refei¢oes.
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4.2.Caso pratico 2 — Herpes labial

Utente com cerca de 25 anos dirige-se a farmacia com queixas de herpes labial, ha 2
dias. Ao analisar o labio da utente percebi que se encontrava na fase da vesicula (bolha),
apresentando-se ruborizado e inflamado.

Como medida nao farmacolégica recomendei a aplicagao, nao direta, de gelo na zona
afetada para reduzir a inflamagao. Alertei também para a necessidade de medidas de higiene
adicionais para evitar o contagio de outras pessoas — nao cumprimentar com beijo, nao
partilhar objetos como talheres, copos e batom e lavar bem as maos sempre que contactarem
com a lesao.

Perante o quadro apresentado dispensei Zovirax® duo, um creme labial que contém
uma associagao de aciclovir, um agente anti-viral com elevada atividade contra virus Herpes
Simplex tipo | e 2, e hidrocortisona, um corticosterdide com efeito anti-inflamatorio. A
posologia indicada foi a aplicagio no local 5x por dia, durante 5 dias. *®

Complementarmente, aconselhei um suplemento alimentar, Herpix®, que possui na sua
constituicao equinacea, vitamina C, lisina, sulfato de zinco e sulfato de cobre. Este suplemento
ajuda a reforgar o sistema imunitario e a acelerar o processo de cicatrizagao. Foi recomendada
a toma de 2 saquetas (| ao pequeno almogo + | ao jantar no primeiro dia) e | saqueta ao

pequeno-almogo nos restante 7 dias.

4.3.Caso Pratico 3 - Doenca hemorroidaria

Utente com cerca de 50 anos dirige-se a farmacia com queixas de doenca
hemorroidaria. O doente refere dor intensa, presenga de vestigios de sangue e fezes duras.
Comecei por questionar se tinha historial de doenga hemorroidaria, ao qual o doente
respondeu ja ter sofrido anteriormente. O doente nao se encontrava a realizar qualquer tipo
de medicagao no momento.

Como medidas niao farmacologicas recomendei a nao ingestaio de alimentos
condimentados nem de bebidas alcoodlicas e o aumento da ingestao de agua e de alimentos
ricos em fibra. Alertei ainda para o recurso a agua fria na lavagem da zona perianal e a
necessidade de uma boa secagem da mesma.

Como medidas farmacolégicas recomendei o uso de Dulcosoft® solucio oral, Daflon®
1000 e Procto-glyvenol®.

Dulcosoft® é uma solugio oral que contém macrogol, um laxante osmético que permite

aumentar o volume fecal, tornando as fezes mais moles o que facilita a defecagao. A posologia
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recomendada foi de uma toma Unica diaria de 30mL da solugao oral, durante 2 a 3 dias, até
melhoria dos sintomas.

Daflon® 1000 é um medicamento composto por bioflavonoides (90% diosmina e 10%
flavonoides expressos em hesperidina) que atua ao nivel da microcirculagio normalizando a
permeabilidade capilar e refor¢ando a resisténcia capilar. Como posologia recomendei a toma
de 3 comprimidos por dia, durante 4 dias, seguido de 2 comprimidos por dia, durante 3 dias
e | comprimido por dia como terapéutica de manutengio até alivio total de sintomas.

Procto-glyvenol® é um creme retal que tem na sua composicio cloridrato de lidocaina,
um anestésico local para alivio de dor e prurido associados, e tribenésido, um medicamento
vasoprotetor com propriedades anti-inflamatorias que melhora o tonus vascular e reduz a
permeabilidade capilar. A posologia recomendada foi a aplicagao tdpica a noite até

desaparecimento dos sintomas. ’

4.4.Caso Pratico 4 - Doenca respiratoéria

Utente com cerca de 30 anos vem a farmacia com queixas de tosse e dor de garganta.
Comecei por questionar se os sintomas descritos tinham sido acompanhados de febre, ao qual
a utente respondeu negativamente. Questionei ainda sobre o tipo de tosse, se sentia
expetoragao ou era apenas uma tosse seca ao qual a utente respondeu ter alguma expetoragao
que tinha dificuldade em expulsar. Referiu nao tomar qualquer tipo de medicagao.

Como medidas nao farmacolégicas recomendei o aumento da ingestao de agua e a
adocao de uma dieta equilibrada.

Relativamente a medidas farmacologicas aconselhei a toma de | comprimido
efervescente uma vez por dia de Fluimucil®, que contém acetilcisteina e é usado como adjuvante
mucolitico para auxiliar a fluidificagao e libertagao das secre¢oes que estariam a causar a tosse
da utente. ® Aconselhei ainda o uso de pastilhas Strepfen® mel e limio que contém flurbiprofeno
como substancia ativa, o que lhes confere uma agao anti-inflamatoria e analgésica. A posologia

recomendada foi a toma de | pastilha 4 vezes por dia até melhoria dos sintomas.

4.5.Caso Pratico 5 — Contracecao de emergéncia

Jovem com cerca de 20 anos dirige-se a farmacia para adquirir um método contracetivo
de emergéncia por ter tido relagoes sexuais desprotegidas. Comecei por questionar ha quanto
tempo tinha tido a relagio sexual e quando ocorreu a sua Ultima menstruagao. A utente

afirmou ter tido relagoes sexuais desprotegidas no dia anterior (ha cerca de 24 horas) e que
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a sua ultima menstruagao tinha ocorrido ha | semana. A utente negou a toma de qualquer
medicagao habitual.

Tendo em conta que a utente ja se encontra num novo ciclo menstrual, aconselhei a
toma de Postinor®, que tem na sua composicio levonorgestrel, um progestagénio que atua
impedindo a ovulagao e a fertilizagao caso a relagao sexual tenha ocorrido na fase de pré-
ovulacao. Esta pilula garante eficacia apenas nas 72 horas seguintes a relagao sexual
desprotegida pelo que a doente foi informada que deveria proceder a sua toma o mais
rapidamente possivel. ’

Ao fazer a dispensa deste medicamento alertei a utente para os possiveis efeitos
adversos que poderia sentir depois da toma como o surgimento de uma hemorragia,
descontrolo hormonal e alguns enjoos. Alertei ainda para a necessidade de uso de um método
barreira nas relagoes sexuais seguintes e a procurar um ginecologista para encontrar um

método contracetivo seguro e adequado a sua situagao.

5. Conclusao

Findado o meu estagio em Farmacia Comunitaria posso afirmar a extrema importancia
desta Unidade Curricular para o meu futuro profissional. Foi, sem duvida, uma oportunidade
nao s6 de adquirir novos conhecimentos como de conectar os conhecimentos teodricos
adquiridos ao longo dos 5 anos de curso com a pratica profissional.

Apos a realizagao do meu estagio posso afirmar que a minha admiragao pela profissao
farmacéutica ficou ainda maior. O possibilidade de integracao de uma equipa de trabalho e o
contacto e aprendizagem didrios com eles permitiu-me desenvolver novas capacidades e
competéncias.

Na profissao farmacéutica e em especial na vertente de farmacia comunitaria é crucial
sabermos ouvir o utente e ter a perspicacia de lidar com as mais diversas situagdes, nunca
descorando a responsabilidade e profissionalismo que devem estar presentes em cada

atendimento.
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Parte Il

Monografia

“Desenvolvimento e Aplicacao de Acido Hialurénico
em Farmacos Anti-tumorais”



Resumo

O 4dcido hialuronico (AH) é o principal constituinte da matriz extracelular e
desempenha importantes papéis a nivel fisiolégico, no corpo humano. E um glicosaminoglicano
composto por acido D-glucoronico e N-acetil-D-glucosamina.

Caracteristicas como a reduzida estabilidade e curto tempo de semi-vida que este
polissacarideos natural possui sao limitantes na sua utilizagdo. Por isso, foram obtidos
derivados de AH, nos quais as propriedades foram melhoradas, permitindo ultrapassar as
limitagoes existentes no AH de origem natural.

Propriedades como a boa biocompatibilidade e degradabilidade, a elevada
viscoelasticidade e nao imunogenicidade tornam o AH um polimero promissor para diversas
aplicagcoes biomédicas.

O AH e os seus derivados sao capazes de se ligar especificamente a recetores
especificos da superficie celular amplamente presentes nos vasos linfaticos, figados, rins e na
maioria dos tecidos tumorais.

Ao longo dos ultimos anos a sua popularidade tem aumentado devido as suas mais
diversas aplicacoes. O AH tem sido cada vez mais utilizados em tratamentos de osteoartrite,
tratamentos estéticos, cirurgias e na investigagao e desenvolvimento de novos farmacos.

Ao longo deste trabalho irda ser abordado o papel do AH na aplicagao e
desenvolvimento de farmacos anti-tumorais, destacando um estudo realizado em doentes com

cancro colorretal e os beneficios do recurso ao AH no seu tratamento.

Palavras-chave: dcido hialurénico, anti-tumoral, biocompatibilidade, degradabilidade,

farmacos, cancro colorretal
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Abstract

Hyaluronic acid (HA) is the main constituent of the extracellular matrix and plays
important physiological roles in the human body. It is a glycosaminoglycan composed of D-
glucoronic acid and N-acetyl-D-glucosamine.

Characteristics such as the low stability and short half-life of this natural polysaccharide
are limiting its use. Therefore, HA derivatives were obtained, in which the properties were
improved, allowing to overcome the limitations existing in the HA of natural origin.

Properties such as good biocompatibility and degradability, high viscoelasticity and non-
immunogenicity make HA a promising polymer for various biomedical applications.

HA and its derivatives are able to specifically bind to specific cell surface receptors
widely present in lymphatic vessels, livers, kidneys and most tumor tissues.

Over the last few years its popularity has increased due to its diverse applications. HA
has been increasingly used in osteoarthritis treatments, aesthetic treatments, surgeries and in
the research and development of new drugs.

Throughout this work, the role of HA in the application and development of anti-tumor
drugs will be addressed, highlighting a study carried out in patients with colorectal cancer and

the benefits of using HA in their treatment.

Keywords: hyaluronic acid, anti-tumor, biocompatibility, degradability, drugs,

colorectal cancer
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Abreviaturas

AH - Acido Hialurénico
CD44 - do inglés Cluster differentiation 44
DDS - Sistema de Libertagao de Medicamentos, do inglés Drug Delivery Systems

EGFR — Recetor do Fator de Crescimento Epidérmico, do inglés Epidermal Growth Factor

Receptor

EPR - Efeito de Permeacao e Retencao

FQ - Fisicas e Quimicas

HAS — Acido Hialurénico Sintetase, do inglés Hyaluronic Acid Synthetase
HYAL - Hialuronidase, do inglés Hyaluronidase

LYVEII — Recetor | de Hialuronano Endotelial de Vasos Linfaticos, do inglés Lymphatic vessel

endothelial hyaluronan receptor |
NCICTC - do inglés National Cancer Institute Common Toxicity Criteria

PDGFR — Recetor do Fator de Crescimento Derivados de Plaquetas, do inglés Platelet-Derived

Growth Factor Receptors

pKa — Logaritmo da constante de acidez

PM — Peso Molecular

PTX — Paclitaxel

RHAMM ou CD168 — Recetor Para a Motilidade Mediada por Acido Hialurénico
RTKs — Recetor Tirosina Cinase

VEGFR-2 - Recetor do Fator de Crescimento Endotelial Vascular-2, do inglés Vascular

Endothelial Growth Factor Receptors
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l. Introducao

Historicamente, o acido hialurénico (AH) foi isolado pela primeira vez em 1934 por
Karl Meyer e John Palmer a partir do corpo do olho vitreo de um bovino. No entanto, a sua
estrutura so6 foi descrita em 1970 por Laurent. No ano de 1986, Balazs propos “hialuronano”
em alternativa a AH, porque a pH fisiologico os grupos carboxilo encontram-se dissociados e
atraem catioes. Na década de 1950 ocorreu a primeira utilizagao clinica de AH, numa cirurgia
oftalmica. '

O AH, cuja molécula se encontra representada na Figura |, € um polissacarideo natural
linear composto por acido D-glucordnico e N-acetil-D-glicosamina, unidos por ligagoes
glicosidicas 8-(1,3) e 8-(1,4). A molécula de AH possui grupos hidrofilicos — o grupo hidroxilo,
o grupo carboxilo e o grupo acetamida - que Ihe permitem formar ligagoes de hidrogénio a
nivel intracelular, conferindo a molécula hidrofilicidade e boa solubilidade. 2

Os atomos de hidrogénio axiais (C-H), compoem um dominio hidrofébico na molécula
de AH, o que |he confere propriedades anfifilicas, de elevada utilidade na formagao de

nanoparticulas e micelas. *

OH OH
© 0 0
-0 HO
HO 0 _-1-
OH NH
04\

Figura | - estrutura molecular do dcido hialurénico *

n

O facto de o AH ser um polissacarideo de origem natural interfere na sua aplicagao,
devido a estabilidade comprometida e ao reduzido tempo de semi-vida. Esta limitagao pode
ser superada através dos derivados de AH que resultam da sua modificagao.

O AH é um material com carga negativa, devido a presenga dos grupos carboxilo, que
sao capazes de interagir com catioes extracelulares, como é o caso do sodio, e formar
hialuronato de soédio. Esta é uma propriedade diferenciadora que pode ser benéfica para a
apresentagao de farmacos carregados na formulagao de nanoparticulas, que iremos abordar
mais a frente. Os grupos carboxilo do AH apresentam um pKa entre 3-4, o que permite a sua
dissociagio em condigdes fisiologicas. *
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2. Acido hialurénico

2.1. Propriedades fisico-quimicas e principais funcoes

No corpo humano é possivel destacar papéis fisiologicos e biologicos importantes do
AH. Sao as suas propriedades fisicas e quimicas que permitem distinguir este polissacarideo
dos restantes glicosaminoglicanos.

Entre as suas principais caracteristicas destacam-se a boa biocompatibilidade e
degradabilidade, elevada viscoelasticidade e plasticidade e o facto de nao apresentar
propriedades téxicas nem imunogénicas. O AH possui ainda um elevado efeito hidratante,
devido a sua capacidade de retengao de agua.

Este glucosaminoglicano nao sulfatado pode ser encontrado nos tecidos epiteliais e
conjuntivos dos vertebrados e é o principal componente da matriz extracelular. A
concentragao e distribuicao de tamanho de AH varia de acordo com o tipo de tecido em que
se encontra, a idade e a gravidade da doenca.

A variedade de fungoes que o AH possui € controlada pela modulagao da concentragao,
do comprimento da cadeia de aglcar, da taxa de renovagao e ainda pelos estados de associagao
do AH com moléculas de ligagao.

O AH tem uma elevada capacidade de hidratagao, o que lhe permite aumentar muito
o seu volume, apés a absorgao de agua. Quando se encontra em solugiao aquosa, o AH forma
uma estrutura helicoidal dupla que é estabilizada por ligagoes de hidrogénio intermoleculares.
5

Se o AH se encontrar em elevadas concentragées numa solugao, é capaz de formar
uma estrutura em malha, com grande elasticidade, devido a auto-associagoes decorrentes
entre si e também interagoes por forga repulsivas. Se uma forga continua for aplicada em
determinada diregao, esta estrutura de malha é capaz de se alinhar e demonstrar viscosidade,
mantendo parcialmente as suas ligagoes intermoleculares. Estas sao as propriedades que fazem
do AH uma malha tridimensional de elevada viscoelasticidade. °

A carga negativa natural que o AH possui, conferida pelos grupos carboxilo permite-
lhe ligar-se a grandes quantidades de agua e formar um gel altamente viscoso que tem
participagao ativa nos processos de lubrificagao de articulagoes e tampao para tecidos
circundantes, contribuindo também para processos de regeneragao e remodelagao de tecidos,
como é exemplo o processos de cicatrizagio. *

Assim, pelas suas propriedades fisicas e quimicas conseguimos perceber que o AH

hidrata a matriz extracelular o que contribui para a manutengao da integridade mecanica,
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homeostase, viscoelasticidade e lubrificagao dos tecidos, devido ao seu elevado peso molecular
e elevada hidrofilia.

O AH nao tem apenas fungoes estruturais, ele é capaz de ativar transdugoes de sinais
aquando da sua interacao com recetores de superficie celular para regular comportamentos
celulares dinimicos como a proliferagao, adesao e migragao celulares. °

No campo intracelular, o AH regula a adesao, migracao, proliferacao e diferenciagao
celular através da sua ligagao a recetores especificos da superficie celular - CD44 ou RHAMM
-. Participa também em processos de inflamagao, cicatrizagao de feridas, angiogénese,
progressao tumoral e metastizaco. ’

Considerando as propriedades FQ, conseguimos perceber que o AH tem um papel
fundamental no nosso organismo, sendo crucial em condigdes que fisiologicas, quer

patolégicas. Ao longo deste trabalho iremos abordar as caracteristicas ja referidas em maior

detalhe e como podem elas ser benéficas no desenvolvimento de novos farmacos.

2.2. Sintese e degradacao da molécula

Para melhor entendermos a sua utilidade na aplicagao e desenvolvimento de farmacos
anti-tumorais, iremos descrever de forma sucinta os processos de sintese, renovagao e
degradagao da molécula de AH.

Por norma, os glucosaminoglicanos sao sintetizados no interior da célula, no aparelho
de Golgi, e depois exocitados. No caso do AH, este processo ocorre de maneira diferente. E
sintetizado por 3 enzimas transmembranares —a AH sintetase | (HAS/), AH sintetase 2 (HAS2)
e AH sintetase 3 (HAS3), do lado interno da membrana plasmatica. Estas enzimas participam
na extensaio da molécula de AH por adicio repetida de acido D-glucorénico e N-
acetilglucosamina ao polissacarideo resultante. De seguida, o AH é translocado para o espaco
extracelular, pelo transportador ABC, e ocorre o alongamento da cadeia polimérica, através
dos poros das estruturas das AH sintetases. A expressao destas 3 enzimas varia consoante a
morfogénese e as condicdes patologicas, gerando AH com diferentes pesos moleculares. '

Foi proposto que HAS3 produz moléculas com menor peso molecular do que HAS| e
HAS2. HAS| é a enzima menos ativa e com um papel ainda mal compreendido nas condigoes
fisiologicas e patoldgicas. HAS2 é ativa durante a fase de desenvolvimento embrionario,
produzindo AH de elevado peso molecular, importante na coordenagao de processos
celulares decorrentes no desenvolvimento inicial. HAS3 é a enzima mais ativa e gera
quantidades elevadas de AH de baixo peso molecular, durante o crescimento e reparagao

tecidulares. Esta enzima é um elemento fundamental na matriz extracelular, devido ao seu
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contributo para a resisténcia a forgas compressivas do tecido, homeostase e hidratagao da
superficie articular. '

Cerca de 30% é degradado por agao das hialuronidases e de espécies oxidativas, o
restante, é catabolizado no figado por células endoteliais e nos vasos linfaticos. ’

As vias metabdlicas para a sintese e degradagao do AH controlam muito bem a
concentracio, taxa de renovacio, e o tamanho molecular do AH nos tecidos. ®

O processo de renovagao varia entre |2-24h, como tempo de semi-vida na pele, e
minutos na corrente sanguinea. O AH que se encontra em circulagao no sangue € catabolizado
nos ganglios linfaticos e no figado.

Estudos realizados recorrendo a injegao intravenosa de AH marcado, determinaram
que o figado e o bago sao as principais vias de remogao do AH, e que 88% do AH injetado é
absorvido pelo figado. Concluindo-se assim que a via principal e mais rapida de eliminagao do
AH é a via hepitica. ’

Falemos agora do processo de catalisagio do AH. Este decorre por 2 processos
principais — enzimatico e nao enzimatico. Quando falamos de degradagao enzimatica esta
encontra-se associada a hialuronidase. Os processos enzimaticos de catalise decorrentes no
AH ocorrem nas ligagoes 6B-1,4-glicosidicas da molécula. Como etapas do processo de
degradagao do AH temos a clivagem do AH de elevado peso molecular em oligossacaridos de
tamanho mais reduzido, pela hialuronidase e, de seguida, 8-D-glucuronidase e B-N-acetil-
hexosaminidase degradam ainda mais estes fragmentos dos oligossacaridos. As enzimas
mencionadas estao presentes nos tecidos do corpo humano e tém agao numa vasta gama de
pH.’

Relativamente aos processos de degradagao do AH nao enzimaticos, estes ocorrem na
presenca de espécies reativas de oxigénio. Os produtos resultantes desta degradagao sao
bastante diferentes do AH de origem, diferindo dos da degradagao enzimatica, que acabam
por ser apenas fragmentos mais pequenos do AH original.

Os fragmentos resultantes da degradagao do AH promovem o crescimento das células
endoteliais, induzindo a angiogénese. No campo do desenvolvimento tumoral, estes
fragmentos possuem ainda uma agao imunomodeladora, levando a que haja uma diminuigao
da “vigilancia imunitaria” do tumor. °

Podemos assim concluir que é necessario equilibrio entre a sintese e a degradagao do
AH para a manutengao da qualidade das moléculas, para que tenham um tamanho adequado e

as suas propriedades se mantenham na normalidade.
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2.2.1. Hialuronidases

Sao as enzimas responsaveis pela degradagao do acido hialuronico e estao presentes
em varios tecidos. No corpo humano, ¢ possivel encontrar 6 tipos de hialuronidases — HYAL-
I, HYAL-2, HYAL-3, HYAL-4, PH-20/SPAM | e PHYALI 34.

No processo tumoral ha um grande envolvimento de hialuronidase, dai a importancia
delas para o desenvolvimento deste tema. Varias destas enzimas atuam no processo de
supressao tumoral.

Até ao momento a HYAL-| e a HYAL-2 sao as mais caracterizadas e encontram-se
amplamente expressas em tecidos somaticos, atuando em conjunto para degradar as cadeias
de AH. Inicialmente, na superficie celular, a HYAL-2 liga-se ao AH e internaliza-o em vesiculas
onde as moléculas sao clivadas em pequenos fragmentos. De seguida, os fragmentos obtidos
sao digeridos pela HYAL-/ em tetrassacarideos. '

As hialuronidases aumentam a permeabilidade do tecido conjuntivo e diminuem a
viscosidade dos fluidos corporais. Fragmentos de AH degradados por agao das hialuronidase
difundem-se pelos tecidos e ligam-se aos recetores das células periféricas, indo atuar como
sinais intercelulares. °

Num tumor e no seu microambiente predomina um estado de hipoxia que produz um
efeito positivo na atividade das hialuronidases, levando a produgao de fragmentos de AH de
baixo PM, responsaveis pela promogao da angiogénese, ajudando ao processo de metastizagao.
6

O nivel de expressao desta enzima é mais elevado em casos de metastizagao do que
em tumor primario e os seus elevados niveis estao associados a malignidade do tumor. A
hialuronidase degrada o AH em componentes de reduzido peso molecular, depois de este ser
absorvido por células cancerigenas, através da endocitose mediada pelo recetor CD44.

Em microambiente tumoral é notéria uma grande expressao de AH e isto demonstra

a ocorréncia de atividades biolégicas complexas. *

2.2.2. Acido Hialurénico de elevado peso molecular

Em situagao de homeostase, é possivel encontrar AH de elevado peso molecular em
quase todos os tecidos do corpo humano. Este possui fungoes protetoras, ao nivel da
inflamagao, embriogénese, cicatrizagao de feridas e também em casos de cancro.

Ao falarmos do papel do AH de elevado PM no tratamento/auxilio ao tratamento de
cancro importa falar das usas propriedades anti-angiogénicas. Foi capaz de demonstrar

capacidade de impedir o crescimento de células musculares lisas a nivel vascular, preservando
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as células em fase GIl. Tem ainda a capacidade de reforgar as conexoes intercelulares e
diminuir a permeabilidade da matriz extracelular, o que evita a invasao por células estranhas.
O facto de AH de elevado PM gerar uma matriz extracelular mais espessa auxilia na prevengao
de metastases. '°

Um estudo realizado usando um modelo de dano pulmonar induzido, a terapia
intraperitoneal com AH de elevado PM bloqueou a infiltragao de monodcitos e neutrofilos, o
que demonstrou a sua capacidade de suprimir a migragao e crescimento de células tumorais.
10

Assim, devido as suas propriedades anticancerigenas, esta foi considerada uma
substancia atraente e promissora para melhorar tratamentos de quimioterapia adjuvante e
neoadjuvante, através da sua administragao exdgena.

Existe outra fungao do AH de elevado PM com especial relevancia para a terapéutica
anti-tumoral, a fungao antioxidante, que permite minimizar os danos causado pelas espécies
reativas de oxigénio. Foi observado que o AH pode defender os fibroblastos da pele do

humana dos efeitos carcinogénicos, provocados pelo stress oxidativo. '°

2.2.3. Acido Hialurénico com reduzido peso molecular

Os fragmentos de AH de baixo PM estao associados a tumores solidos mais agressivos
e alguns estudos provaram que anticorpos ou pequenos oligomeros de AH sao capazes de
inibir a sua ligacdo aos recetores celulares de AH, sendo assim eficazes ao interromper a
invasio de células tumorais. '

Os produtos resultantes da degradagao do AH de baixo PM sao frequentemente
associados ao aumento da invasao por células cancerigenas, ao crescimento tumoral e ao
aumento da angiogénese. Existem dados cientificos que comprovam os efeitos pro-

inflamatérios do AH de baixo PM no desenvolvimento de tumores e metastases. '

2.3. Recetores do Acido Hialurénico

O conhecimento dos recetores celulares de AH é extremamente importante para
compreender o seu papel biolégico nas células pois sio capazes de estimular cascatas de
eventos como a motilidade, adesao e proliferagao celulares.

Embora o AH se ligue aos recetores de forma nao especifica, o polimero é capaz de
atuar como uma por¢ao de direcionamento ativo para entrega intracelular de firmacos anti-

tumorais. '
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Diretamente e mais relacionado com o assunto em analise nesta monografia temos o

recetor CD44. Contudo, iremos abordar sucintamente outros e as suas fungoes.

2.3.1. Recetor CD44

O recetor CD44 é uma glicoproteina “cluster” de diferenciagdo que se encontra
presente na superficie celular e esta envolvida nas interagoes entre o AH e a superficie de
células especificas, na proliferagao celular, na adesao e migracao celular. Trata-se de um
recetor de AH, muito estudado e que se encontra expresso em quase todos os tipos de células
humanas. Desempenha um papel ativo na adesao celular, migragao e formagao de tecidos.
Atividades como a adesao e disseminacao dos linfocitos se encontram associadas ao mesmo.
10

O CD44 participa em muitos processos fisioldgicos e fisiopatologicos, por interagao
com o AH e ativagao de cascatas de sinalizagao. Estas interagoes iniciam-se com a expressao
de genes relacionados com o crescimento e sobrevivéncia celular e inducao de rearranjos no
citoesqueleto e na membrana, conduzindo a migracio celular ativa. °

Em situagoes patoldgicas, como é o caso do cancro, o recetor CD44 encontra-se
envolvido em processos de invasao e metastizagao, devido a ativagao do recetor HER2 da
tirosina cinase, e ocorre a promocao da associagao de isoformas de CD44 a proteinas do
citoesqueleto, causado pela sua interagao com o AH. Nas células cancerigenas a estrutura do
CD44 é alterada pois estas células estimulam o “splicing” alternativo e as modificagoes pos-
traducao, levando a producao de diferentes isoformas da proteina CD44, com maior ligagao
ao AH. *

E de notar que este recetor se encontra com elevada expressio em vérios tipos de
cancro e esta associado a processos como a progressao tumoral, infiltragao e metastizagao.
Por estas razoes, tornou-se o alvo de muitos investigadores para o desenvolvimento de
sistemas de administracio de farmacos direcionados ao tumor. *

Entre a sobrexpressao do CD44 em células cancerigenas, sao de destacar as do colon,
ovario, mama e carcinoma escamoso.

A acao do AH enquanto molécula de sinalizagao depende da sua afinidade para com o
CD44, que esté diretamente relacionada com a concentragao e peso molecular do AH. "

Contudo, a selegao do recetor CD44 pelos sistemas de entrega de farmacos é afetada
pela depuragao hepatica do CD44 que ocorre por intermédio do recetor HARE, que se
encontra localizado essencialmente nas células endoteliais do figado e do bago. Também o

comprimento da cadeia de AH é um fator influenciador nas vias de sinalizagao intracelulares e
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nos seus efeitos biologicos. Assim, varios comprimentos de moléculas de AH podem atuar
como supressores tumorais ou promotores de crescimento tumoral. '

Relativamente a este recetor, existem varias isoformas e através da expressao das
mesmas conseguimos perceber perante que tipo de células estamos, como por exemplo,
células cancerigenas.

A isoforma padrao de CD44 é o CD44s que esta presente em tecidos saudaveis. CD44v
é a isoforma que se expressa muito em células cancerigenas. Em caso de cancro, o CD44v
apresenta elevada ligagao de AH. CD44vé é uma isoforma especifica do CD44v e é o principal
recetor sobreexpresso em tecidos tumorais e que nao se encontra em tecidos normais.
Importa salientar que esta isoforma ocorre em tumores metastaticos mas nao em tumores
nao metastaticos. Assim, o nivel de expressao desta isoforma especifica esta associado a
progressio tumoral. '

O nivel de expressao de CD44v encontra-se relacionado com a progressao tumoral e,
foi demonstrado que quando esta presente em células tronco cancerigenas é capaz de se
renovar e facilitar a sua mobilidade.

As isoformas do recetor CD44 regulam a fungao celular por meio de recetores
importantes na génese tumoral, tais como o recetor tirosina cinase (RTKs), o recetor do fator
de crescimento endotelial vascular-2 (VEGFR-2), o recetor do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGFR) e o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Estes
recetores participam no aumento/supressao de vias de sinalizagdo como Wnt e Fas, vias essas
que afetam a inibicio de mecanismos de apoptose me células tumorais e desenvolvimento de

resisténcia a farmacos. '°

2.3.2. RHAMM ou CDI168

E um glicosaminoglicano da matriz extracelular que é alternativamente ligado e as suas
formas truncadas podem ser encontradas na membrana celular, no citoplasma, no nucleo e no
citoesqueleto. Tem um papel participativo no crescimento celular, diferenciagao e motilidade
celular. Participa também em processos como a cicatrizagao de tecidos e a carcinogénese.

O recetor intracelular RHAMM medeia o ciclo celular, especificamente a formagao e
integragao do fuso mitdtico. Pelo facto de desencadear varias vias de sinalizagao e controlar
células como macrofagos e fibroblastos, esta interagao é benéfica em processos de inflamagao
e reparagio de tecidos. °

A sobreexpressao deste recetor associa-se a promog¢ao do crescimento tumoral e

metastizacdo. No caso especifico do cancro, este recetor tem expressao aumentada,
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relativamente a células de tecidos normais, e encontra-se presente em tumores solidos como
estomago, colon, prostata, mama e pulmoes.
Este recetor coexiste com o CD44 e encontra-se também relacionado com a

progressao, invasao e metastizagao tumoral.

2.3.3. LYVEII

O LYVEI é uma glicoproteina transmembranar, semelhante ao CD44 mas expressa por
endotélios linfaticos. E usado como marcador de vasos linfaticos e para os distinguir de vasos
sanguineos. Esta glicoproteina esta envolvida no transporte de AH dos tecidos para a linfa por
meio das células endoteliais linfiticas e medeia, ainda que indiretamente, a entrada de

leucédcitos nos vasos linfaticos. '

3. Acido Hialurdnico e o cancro

Atualmente, o recurso a quimioterapia ainda faz parte das estratégias mais usadas para
o tratamento do cancro. Contudo, esta apresenta inimeros riscos e limitagdes como a baixa
solubilidade de alguns farmacos, o reduzido tempo de circulagao na corrente sanguinea, baixa
seletividade das formulagdes para o tumor e potenciais efeitos colaterais graves. A toxicidade
sistémica e a falta de seletividade tumoral sao um entrave para a chegada de novas moléculas
quimioterapéuticas a pratica clinica. Todos estes riscos acabam por limitar a dose de
medicamento possivel de administrar ao doente.

O AH desempenha um papel importante no envelhecimento, senescéncia celular,
desenvolvimento e progressao tumoral e na homeostase tecidular. As diferengas de peso
molecular de AH afetam as suas fungoes e processos fisiologicos. Os efeitos de AH em
ambiente patoldgico encontram-se muito relacionados com alteragdes na massa do polimero.

O aumento da sintese de AH é responsavel pela apoptose e resisténcia a medicamentos
e invasao por parte do tumor, por isso, ha maioria dos casos, aumentos significativos de AH
estao associados a maus prognosticos. Um aumento da quantidade de AH presente num
ambiente tumoral esta associado ao aumento da pressao intersticial, levando a constricao do
limen dos vasos sanguineos que irrigam o tumor, levando a hipoxia dos tecidos e resisténcia
a medicamentos. 2

Modificagoes anormais no metabolismo do AH tém sido associadas a doencgas
inflamatorias severas e a malignidade tumoral.

Como referido anteriormente, o AH de elevado PM possui os efeitos anti-

inflamatorios, anti-proliferativos e anti-angiogénicos, auxiliando também na cicatrizagao de
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feridas. Em condigoes homeostaticas, o AH encontra-se em quase todos os tecidos corporais,
na sua forma de elevado peso molecular.

Contrariamente, em condigoes patoldgicas como a inflamagao e a carcinogénese sao
revelados indicios de fragmentagao de AH aumentada, o que leva a presenga de uma maior
quantidade de AH de baixo peso molecular.

Por alteragao das propriedades biologicas e mecanicas do tecido tumoral, o AH
promove a separagao celular na fase mitotica, forma uma matriz hidratada e aumenta a
mobilidade e a proliferagao celular.

Na rapida progressao de neoplasias malignas, a biossintese e a degradacao de acido
hialuronico estao significativamente aumentadas, comparativamente aos tecidos normais, o
que pode aumentar a formagao de matriz de AH e a produgao de AH de elevado peso
molecular, assim como os seus fragmentos. Isto faz com que as células tumorais fiquem
expostas a um microambiente composto por matriz e fragmentos de AH. Devido a sua boa
capacidade de retengao de agua, o AH de elevado PM é capaz de formar uma matriz
extracelular com condic¢oes favoraveis para a proliferagao e migragao das células cancerigenas.
> A presenca de uma matriz rica em AH pode contribuir para a motilidade celular, necessaria
para a progressao metastatica.

A remodelagao do microambiente tumoral, provocada pela constante producao e
degradagao excessivas de acido hialuronico contribui para a sobrevivéncia e progressao
maligna de células cancerigenas.

Entendemos assim que o aproveitamento das propriedades do AH, dos seus recetores

e das hialuronidases podem beneficiar tratamentos futuros para cancros.

3.1. Propriedades do Acido Hialurénico promissoras na preparacio de

farmacos anti-tumorais

O AH é importante na regulagao do movimento celular, desde o desenvolvimento
embrionario e também em processos como a progressao tumoral. A produgao de AH de
elevado peso molecular, na auséncia de fragmentagao, esta associada a resisténcia ao cancro,
enquanto o AH de baixo peso molecular esta associado a progressao tumoral. As células de
reduzido peso molecular aumentam a motilidade celular, enquanto as de elevado peso
molecular inibem o mesmo movimento. '

Ao longo deste trabalho os varios efeitos biologicos do AH descritos podem parecer

contraditérios, mas isto deve-se aos varios tipos de preparagoes baseadas em AH que tém
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aplicagoes biomédicas diferentes e por isso devem ser bem estudadas para que a sua aplicagao
seja correta e se possa tirar partido dos seus beneficios.

Quando falamos do papel do AH na terapia do cancro, nao falamos apenas de um modo
de agao nem de uma so6 aplicagao. O AH pode ser usado em varias vertentes e com diferentes
fungoes. As caracteristicas ja referidas como a boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e a
capacidade do CD44 internalizar o AH fazem com que este se torne util como sistema
transportador de firmaco e para a formagao de nanoparticulas ou lipossomas.

Os conjugados AH-farmaco vao beneficiar do efeito de “melhor capacidade de
permeabilidade e retengao” (EPR) que o AH lhes ira conferir e por isso, sao muito promissores
para o desenvolvimento de novas terapias. '

A interacao AH-CD44 afeta a proliferagao, sobrevivéncia, motilidade, invasio e
quimiorresisténcia das células. *

O AH contribui significativamente para o processo de progressao tumoral. A sua
acumulagao no estroma tumoral pode modular a proliferagao celular, a motilidade e invasao
tumoral, podendo ainda atuar como regulador da angiogénese. (4) *

A conjugacao de farmacos com AH faz com que seja possivel aumentar a afinidade dos
nanotransportadores e refor¢ca a capacidade de direcionamento para as células tumorais,
através da endocitose mediada por AH-CD44.

O AH tem a capacidade de se ligar a proteinas especificas, as hialderinas. Algumas sao
proteinas de membrana como é o caso do CD44, CD 168, e LYVE|. Depois de interagir com as
hialderinas presentes na superficie celular, o AH consegue ativar sistemas de sinalizagao
intracelular envolvidos na proliferagao, diferenciagao, motilidade celular e até na degradagao
do préprio AH. '

Para a atingir as células tumorais, um dos recursos usado é a interagao AH-CD44, que,
como falado anteriormente, a ligagao excessiva esta associada a proliferagao excessiva e
metastizagao. Assim, interrompendo a ligagago CD44-AH, é possivel desativar vias de
progressio tumoral e minimizar a agressividade destas células tumorais. '°

Assim, conseguimos entender que a elevada afinidade do AH para com o recetor CD44
nas células tumorais é de grande interesse para o revestimento da superficie de nano
transportadores de farmacos com AH.

Nao sé os recetores de AH apresentam grande potencial no desenvolvimento de
farmacos anti-tumorais. Também as hialuronidases e a sua administragao exdgena apresenta
beneficios neste ramo. A administragao concomitante de hialuronidase a agentes anti-tumorais
permite que estes ultimos penetrem mais facilmente na célula, originando uma melhor

resposta ao tratamento e a possibilidade de utilizagao do farmaco em doses mais baixas. O
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excesso de hialuronidase permite inibir a agao pro oncogénica do AH, por isso, a sua
administragio exdgena é benéfica no tratamento de tumores. *

O recurso a nanotransportadores a base de AH como métodos de administragao de
farmacos tem sido associado a redugao do crescimento do tumor, melhoria da qualidade de
vida do paciente por diminuicao de toxicidade do farmaco.

Também o uso de nanoparticulas lipidicas revestidas com AH como transportador de
farmacos biocompativeis apresenta grande potencial porque nao afeta outros tecidos
saudaveis e reduz os efeitos secundarios muito associados a terapéuticas deste género.

O AH foi usado na formulagao de nanoparticulas para distribuicao direcionada de
farmacos quimioterapicos para células cancerigenas, recorrendo aos recetores de AH

presentes na superficie celular.

3.2. Sistemas de administracao de farmacos direcionados ao tumor

Os sistemas de administragao de farmacos direcionados ao tumor tém tido muitos
progressos desde a descoberta do efeito de permeagao e retencao (EPR) que o AH possui.
Para se conseguir uma entrega especifica por DDS, foram propostas estratégias como a
incorporacao de ligandos sensiveis a pH, redox ou reagdes enzimaticas, de acordo com as
caracteristicas especificas de cada microambiente tumoral. Um dos métodos utilizados para
melhorar a seletividade para o alvo dos DDS consiste em liga-los a ligandos que podem ter
como alvo antigénios tumorais especificos ou moléculas CD44.

Para abordarmos a entrega de firmacos com recurso ao AH, importa saber como €
modificado o AH para conseguir atuar como transportador/direcionador de fiarmacos.
Reagdes quimicas como co-polimerizagao, reticulagao, enxerto e formagao de hidrogéis sao
comumente usadas para este fim.

A interacao do AH com o seu recetor CD44, que se encontra sobreexpresso em
muitos tipos de células tumorais, € muito utilizada na conce¢ao de DDSs.

A natureza anidnica do AH permite prolongar o tempo de retengao AH-DDSs, durante
o tempo de circulagao sanguinea, sem que ocorram modificagoes na superficie e facilitando a
sua acumulagio através do efeito EPR. 2

Tendo em conta a ligagao especifica do AH a recetores que se encontram na superficie
das células tumorais, este pode ser usado como transportados de farmacos, recorrendo a
formacao de conjugados. Assim é possivel gerar novos compostos com efeitos anti tumorais

promissores. ¢
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Através dos seus grupos funcionais, o AH pode sofrer varias modificagoes e
conjugagoes. Esta propriedade é fundamental para que o AH seja um componente importante
de nanoparticulas e pode estar presente em terapias sinérgicas contra o cancro.

Estudos comprovam que as matrizes que tém por base AH sao dos poucos
biopolimeros capazes de satisfazer o conceito de transicao “3S” para medicamentos
anticancerigenos. O conceito “3S” surgiu recentemente na nanotecnologia e refere-se a
transicao de tamanho — apresenta elevada relevancia no caso dos tumores porque o tamanho
se encontra associado ao tempo de semi-vida in vivo e a acumulagao no tecido tumoral; as
particulas de maior tamanho tendem a permanecer mais tempo no tecido tumoral no entanto
a sua capacidade de penetragao é reduzida; ja as particulas de reduzido tamanho sao facilmente
removidas mas também penetram mais facilmente -, transicao de superficie - refere-se a
transicao de farmacos aquando da sua libertagao, de uma superficie sélida lisa para superficies
irregulares e viscosas, que geralmente sao acompanhadas de alteragoes de carga da superficie
e da presenca de agentes adsortivos como enzimas que podem degradar a superficie da matriz
e interferir com a libertacao do farmaco -, e a transicao de estabilidade - referente a circulagao
do medicamento in vivo; o sistema matriz-firmaco tem de ser estavel e minimizar os efeitos
de toxicidade sistémica provocados na fase inicial de libertagao do farmaco-.

Se os trés conceitos se encontrarem satisfeitos nos sistemas de administracio de
medicamentos, todas as barreiras nos processos de administragao podem ser ultrapassadas e

o medicamento sera eficaz.

3.2.1. Nanomateriais a base de Acido Hialurénico

Considerando as suas propriedades biologicas € de notar o grande interesse no
desenvolvimento de nanomateriais a2 base de AH para novas aplicagoes biomédicas como
sistemas de libertagao modificada de farmacos, entre outros.

AH é usado em diversos tipos de nanomateriais como micelas, polimerossomas (‘“‘sao
feitos usando copolimeros em bloco sintéticos anfifilicos para formar a membrana da vesicula
e tém raios que variam de 50 nm a 5 pm ou mais.”), hidrogéis e formulagoes de nanoparticulas
inorganicas.

O recurso a revestimentos de AH em nanoparticulas pode formar uma camada
superficial de AH, que melhora a biocompatibilidade, tempo de circulagao sanguinea e, mais
importante, a capacidade de direcionamento ativo mediada pelo CD44 expresso em células

cancerigenas. *
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O AH e seus derivados podem ser usados como transportadores para a libertagao
modificada de farmacos, podendo retardar a sua libertagao, prolongar a sua duragao de agao,
reduzir o nimero e intervalo de administragoes, aumentar as biodisponibilidade do farmaco e
reduzir as reacoes adversas. De entre as suas aplicagoes destacam-se medicamentos como
proteinas, acidos nucleicos e farmacos anti tumorais.

AH e seus derivados sao capazes de se ligar especificamente a recetores presentes na
superficie celular de determinados tecidos como figado, rins, vasos linfaticos e em muitos
tecidos tumorais. Esta ligagdo especifica serve de base para que estes sejam usados como
veiculos de entrega de farmacos.

As nanoparticulas tém elevado interesse devido as suas caracteristicas de
permeabilidade acrescida e efeito de retencdo nas areas tumorais. ° Estd comprovado que as
nanoparticulas poliméricas a base de AH podem ser direcionadas especificamente para o local
do tumor devido ao efeito de permeagio e retencdo que possuem, ocorrendo uma
acumulagao passiva. Esta acumulagao passiva deve-se a sua capacidade de invasao através das
ligagoes de hidrogénio.

As nanoparticulas de AH conferem alternativas hierarquicas de orientagcao. Podemos
ter uma orientagao passiva para o tecido tumoral, através da maior permeabilidade e efeito
de retencao, ou uma orientacao ativa através do recetor CD44 e da entrada nas células através
de endocitose mediada pelo recetor.

Os nanomateriais que contém AH-CD44 funcionam como alvos tumorais seletivos
porque depois de serem absorvidos pelas células tumorais, através da endocitose mediada por
recetores, o AH é degradado, por agao da hialuronidase, em fragmentos de baixo PM. Os
grupos funcionais presentes na molécula de AH permitem a ocorréncia de conjugagoes e
modificagoes quimicas e ainda a administragao de terapias sinérgicas contra o cancro. (21)

Através de uma pequena definigao e enquadramento podemos entender o contributo
dos principais tipos de nanoparticulas de AH.

As micelas sao moléculas anfifilicas que apresentam uma estrutura esférica, contendo
um involucro hidrofilico e um nucleo hidrofobico. Possuem a capacidade de transportar
farmacos hidrofébicos, o que permite aumentar a sua biodisponibilidade e tempo de semi-vida.
De entre as suas principais caracteristicas podemos ainda salientar a elevada estabilidade, a
elevada capacidade de dissolugao a capacidade de libertagao prolongada, o elevado tempo de
circulagao assim como a capacidade de permanecer no local do tumor durante mais tempo.
Contudo, o recurso as mesmas apresenta algumas limitagoes pois micelas de reduzido
tamanho podem limitar a administragao de elevadas doses de farmacos/agentes

quimioterapicos. °
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O AH é capaz de formar micelas que se auto-montam, gerando nanotransportadores
anfifilicos. Assim, as micelas de AH, devido a sua hidrofilia, permitem aumentar o tempo de
circulagao dos farmacos in vivo e fazer com que se acumulem nas células cancerigenas. As
micelas de AH sao capazes de transportar eficazmente firmacos hidrofobicos para as células
alvo, aumentando a biodisponibilidade e o tempo de semi-vida do farmaco anti-tumoral. ’

Ao longo do tempo, o AH tem sido usado como ligando de superficie em terapias
anticancerigenas lipossomicas direcionadas para o CD44. Os polimerossomas funcionam como
uma auto-montagem de copolimeros anfifilicos em sistemas aquoso e sao semelhantes aos
lipossomas que formam vesiculas de bicamada sintéticas. Estes polimerossomas sao capazes
de encapsular farmacos soluveis em agua, assim como farmacos lipofilicos, possuindo a
vantagem, relativamente aos lipossomas, de ter elevada estabilidade da membrana e baixa
permeabilidade da mesma. Uma das grandes vantagens dos polimerossomas biocompativeis é
que nao reagem com componentes do sangue e nao vao ter influéncia nos tecidos nao visados.
9

As nanoparticulas inorganicas podem ser de 6xido de ferro, ouro, silica, 6xido de
grafeno ou ponto quanticos; estas nanoparticulas inorganicas apresentam desvantagens como
a citotoxicidade e a falta de fungao especifica das células. Ao serem conjugadas com o AH

adquirem caracteristicas que permitem aumentar a sua capacidade de atingir o alvo.

3.2.2. Conjugados AH-farmaco

Conjugados AH-farmaco sao pro-farmacos preparados a partir da ligagao covalente de
pequenas moléculas de firmacos anti-tumorais com 4cido hialuronico. " Estas ligagdes
covalentes nao sao facilmente quebradas no sangue, mas sim, depois de atingirem o alvo,
através de processos de hidrolise pelas enzimas intracelulares. Depois de ser internalizado, o
AH conjugado com o farmaco é hidrolisado por enzimas intracelulares e vai permitir a
libertagao do farmaco na célula alvo.

A conjugagao direta de AH com farmacos anti-tumorais origina novos compostos com
efeitos anti-tumorais promissores.

Entao quais sao as vantagens dos conjugados AH-farmaco? Estes conjugados possuem
boa capacidade de direcionamento, sao capazes de aumentar a solubilidade e estabilidade do
farmaco, de alterar a distribuicao do farmaco e o seu tempo de semi-vida in vivo e aumentam
a acumulagao de farmaco no tecido tumoral através do aumento do efeito de retengao

osmotica, permitindo uma melhor eficacia do mesmo.
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Estruturalmente, o facto de existirem 3 grupos funcionais de grupos carboxilo, amino
e acetilamina na cadeia principal do AH, permite a modificagao da mesma, levando a que
diferentes farmacos anti tumorais possam ser ligados quimicamente a molécula de AH e formar
os conjugados AH-farmaco.

A producao destes conjugados foi proposta para a realizagdo do transporte de
pequenas moléculas terapéuticas hidrofobicas para o seu local de agao. Estes sistemas sao
essencialmente compostos por um polimero soluvel em agua onde as moléculas de farmaco
se encontram ligadas covalentemente.

Os nanodispositivos a base de AH mostraram ter grandes vantagens para a terapia
combinada porque o AH possui diferentes partes funcionais capazes de substituir e conjugar
mais do que um agente terapéutico.

O AH ja foi conjugado com farmacos anti-tumorais e gerou novos compostos com
propriedades promissoras no tratamento de cancro.

Como exemplos de conjugados AH-farmaco ja usado em tratamento do cancro temos
o conjugado AH-paclitaxel e o AH-cisplatina.

O paclitaxel esta inserido no grupo farmacoterapéutico dos agentes antineoplasicos,
alcaldides de origem vegetal e outros produtos naturais, taxanos. E agente antimicrotubular
que promove a uniao dos microtlibulos a partir dos dimeros de tubulina e estabiliza os
microtUbulos, evitando a despolimerizacao. Esta estabilidade tem como resultado a inibi¢cao da
reorganizacao dindmica normal da rede de microtubulos, fulcral para as fungoes vitais celulares
mitoticas e de interfase. O paclitaxel é ainda responsavel por induzir conjuntos anormais de
microtlibulos ao longo do ciclo celular e asteres multiplos de microtubulos na fase mitotica.
14

O conjugado AH-PTX foi sintetizado com o objetivo de reduzir a toxicidade dos
taxanos e melhorar a sua atividade anti-tumoral; teve como efeito a inibicao do crescimento
de linhas celulares de carcinoma de células escamosas OSC-19 e HNS da cabega e do pescogo
e o aumento da absorgao de células tumorais mediadas pelo recetor CD44.

Segundo um estudo feito em murganhos sujeitos a xenoenxerto in vivo, mostrou-se
que AH-PTX aumentou a sua taxa de sobrevivéncia e que houve uma redugao significativa da
densidade de microvasos em tecidos tumorais, ocorrendo mesmo inibicao do crescimento de
tumores. O recurso ao conjugado mostrou vantagens em relagao ao uso isolado de PTX, no
tratamento da densidade tumoral intra-abdominal, eliminando ascite e prolongando o tempo
de sobrevivéncia em linhagens celulares transplantadas de cancro do ovario. "

A cisplatina é um agente antineoplasico que contém platina. E um firmaco inibidor da

sintese da sintese de ADN através da producao de ligagdes cruzadas intracadeia e intercadeia
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no ADN. E responsavel pelo aumento da imunogenicidade do tumor e pode estar envolvida
em atividade antineoplasica, possuindo ainda propriedades imunossupressoras, antibacterianas
e radio sensibilizantes. "

O efeito citotoxico da cisplatina deve-se a ligacao de todas as bases do ADN,
preferencialmente na posi¢cao N-7 da guanina e da adenosina.

Assim, o conjugado cisplatina-AH surgiu para aumentar a concentragao de platina nos
vasos linfaticos e reduzir a toxicidade sistémica, enquanto inibe a metastase precoce do tumor.
Este conjugado pode aumentar a concentracao de farmaco no plasma e tecido, melhorando a
sua distribuicao no local do tumor, reduzindo muito a sua toxicidade renal.

Assim, o AH surge como uma molécula com potencial para o desenvolvimento de

sistemas de libertagao controlada de farmacos direcionados para o tratamento de tumores

malignos ativos. ’

3.2.3. Hidrogéis a base de Acido Hialurénico

Por si s6, o AH nao é capaz de formar hidrogéis. Neste sentido, os métodos de ligacao
cruzada como a “quimica do clique”, ligagdo enzimdtica e métodos de montagem
supramolecular como complexagao inclusiva e funcionalizagado com moléculas lipofilicas tém
sido investigados e desenvolvidos para conseguir obter estes hidrogéis tao promissores na
4rea biomédica. ’

Os hidrogéis a base de AH sao muito versateis, podendo variar de sistemas estaticos
a sistemas inteligentes e responsivos a estimulos.

Interessa-nos saber o que sao hidrogéis, a sua estrutura e quais os seus beneficios.
Hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais (3D), hidrofilicas insoltveis, sendo capazes de
absorver agua até alcangar o seu peso humido mil vezes superior ao seu peso seco. Na sua
constituicao possuem polimeros hidrofilicos reticulados, que tém elevada afinidade para a agua
e fluidos biologicos. Sao dotados de excelente biocompatibilidade, resisténcia mecanica e de
elevada hidrofilia. 7

Os hidrogéis podem ser classificados em fisicos ou quimicos. Os fisicos ou reversiveis
podem ser formados por aquecimento/arrefecimento da solugao do polimero, com base em
ligagoes covalentes. Estes hidrogéis sao heterogéneos, instaveis e reversiveis, nao tendo
capacidade de manter a sua integridade e sao facilmente afetados por fatores ambientais como
a temperatura e o pH.

Os quimicos ou permanentes ocorrem quando as cadeias poliméricas se encontram

conectadas por ligagoes covalentes. Sao formados por reticulagao das cadeias poliméricas.
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Este tipo de hidrogéis é capaz de manter a sua estrutura integra apds o intumescimento e é
possivel que ocorram pequenas degradagoes em ligagoes especificas que possam estar
presentes na estrutura, sensiveis a hidrolise quimica ou enzimatica. .

Fazendo referéncia aos métodos pelos quais é possivel obter hidrogéis podemos ter
ligacao cruzada de polimeros com recurso a radiagoes, reticuladores quimicos, compostos
multifuncionais, compostos geradores de radiciais livres, entre outros. As modificagoes
quimicas ocorrem, maioritariamente, devido a presenca dos grupos amino, hidroxilo e ao
acido carboxilico.

Relativamente aos hidrogéis fisicos, os quimicos apresentam melhor estabilidade
quimica, térmica e mecanica.

Atualmente, ha cada vez mais aplicagbes dos hidrogéis a base de AH, desde
investigacoes com fins biomédicos a administragaio de medicamentos, gragas a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao imunogenicidade, capacidade de resposta a
estimulos e propriedades de adaptacao/ajuste.

A libertagao de farmacos a partir de hidrogéis é controlada de modo a ter em conta a
difusao (difusao Frickian) e a dessorgao (com base na cinética de Langmuir), que controlam a
taxa de libertacio total. 7

Os hidrogéis a base de AH permitem que ocorra uma libertagao controlada e
direcionada do farmaco no organismo, em resposta a estimulos, o que se torna uma mais-valia
na implementagao de uma terapia direcionada.

Como exemplo da aplicagao de hidrogéis a base de AH temos a quimioterapia
intraperitoneal que é uma estratégia de tratamento para tumores solidos em crescimento,
presentes na cavidade peritoneal. E necessario que os sistemas de transporte e entrega do
farmaco apresentem caracteristicas como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, sejam nao
imunogénicos e possuam capacidade de libertagao controlada do farmaco. Assim, este é um
campo em que a aplicagao de hidrogéis a base de AH se torna util e benéfica. Foram realizados
estudos recorrendo a preparagao de capsulas de hidrogel em multicamadas, contendo
quitosana, AH e doxorrubicina, pelo método de reticulagao ionotropica. Estes hidrogéis
demonstraram uma libertagao controlada, sensivel ao pH da doxorrubicina. Estas capsulas em
multicamada permitiram reduzir o gradiente de concentragao do farmaco entre a camada
externa da capsula e o ambiente e limitaram a libertagio do farmaco neles contida. '®

A doxorrubicina é um antibidtico pertencente ao grupo das antraciclinase cujo
mecanismo de agao nao esta totalmente esclarecido. Assume-se que exerce o seu efeito anti-

neoplasico por mecanismos de agao citotoxicos, por intercalagao no ADN, inibicao da enzima
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topoisomerase |l e formagao de espécies reativas de oxigénio. Estes mecanismos irao refletir-

se num efeito nocivo para a sintese de ADN. "’

3.3. Acido Hialurénico como controlador da libertacio de farmacos anti-

tumorais

A hidrofilia do AH confere uma maior solubilidade em meios aquosos, permitindo
mecanismos de reagao a base de agua, colocando de lado a hipotese de utilizagao de solventes
organicos nao polares potencialmente nocivos. Os farmacos anticancerigenos sao de natureza
hidrofébica. Assim, o facto de serem transportados em transportadores hidrofilicos a base de
AH, pode aumentar a sua eficicia farmacoldgica. ®

A libertagao de farmaco e a sua eficacia dependem muito do acondicionamento durante
a absorgao e transporte nos tecidos nao lesados, permitindo uma libertagao sustentada no
local de agao. Isto é influenciado por alteragcoes de pH, reagoes redox e muitas outras
condigoes farmacodinamicas. Mais uma vez o AH pode apresentar-se como solugao. Varios
investigadores demonstraram que formulagcoes a4 base de AH neutralizam estas barreiras,
potenciando a eficacia das suas a¢des. °

O desenvolvimento de novos farmacos direcionados para a terapéutica anti tumoral,
recorrendo a nanotecnologia e ao uso de AH vieram aumentar a eficacia anticancerigena
contra varios tipos de cancro e reduzir significativamente os efeitos secundarios. Estes
sistemas permitem uma libertagao controlada e direcionada de farmacos em resposta a
diferentes estimulos, o que se torna uma grande atragao para terapéutica anti-tumoral.

O direcionamento para células tumorais em que ha uma sobreexpressao do recetor

CD44 é a fungao do AH mais amplamente usada. *°

3.4. Potencial do Acido Hialurénico na reversio de multirresisténcias a

farmacos

As células cancerigenas tém a capacidade de ser restruturarem e reprogramarem,
tornando-se resistentes aos tratamentos outrora eficazes. Conseguem criar as chamadas
multirresisténcias aos farmacos, impedido a sua eficacia no tratamento.

Neste sentido, as multirresisténcias sao uma problematica grande no que concerne ao
tratamento de tumores. O recurso a terapéuticas direcionadas € uma das grandes apostas
atuais pois consegue ultrapassar algumas das limitagoes dos tratamentos convencionais.

As multiressisténcias a farmacos envolvem varios mecanismos, um deles é a

sobreexpressao de transportadores de multirresisténcias de farmacos, como é o caso da
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glicoproteina P. Neste campo, o AH pode ligar-se aos recetores CD44 e mediar a
internalizacao, através dos endossomas, o que ajuda a ultrapassar a glicoproteina P e superar
multirresisténcias. *'

O recurso ao acido hialuronico pode inverter a multirresisténcia das células
cancerigenas, tornando-as mais sensiveis aos farmacos anti-tumorais. O AH ¢é ainda capaz de
inibir genes responsaveis por estas multirresisténcias, melhorando a eficicia dos

medicamentos. ®

4, Acido Hialuronico e cancro colorretal

Depois de abordarmos varios conceitos relacionados com o acido hialuronico que nos
fizeram perceber as suas propriedades e o que o torna um alvo promissor no tratamento do
cancro, importa dar exemplos especificos de desenvolvimentos e estudos realizados, quer in
vitro e in vivo. Yamos entao abordar a utilizacio do AH no auxilio do tratamento do cancro
colorretal.

A cirurgia, a quimioterapia, as terapias direcionadas e a radioterapia sao as abordagens
convencionais usadas nos dias de hoje para o tratamento do cancro colorretal. Had uma grande
necessidade que seja feita uma distribuicao especifica dos agentes terapéuticos para o seu local
especifico de agao, para que seja possivel aumentar a eficacia e reduzir os efeitos secundarios.

O cancro colorretal é um dos cancros com maior prevaléncia em todo o mundo e
representa uma das principais causas de mortalidade. *

Resumidamente, o cancro colorretal tem inicio no revestimento do intestino e, quando
nao tratado, tende a evoluir para as camadas musculares abaixo e para a parede do intestino.
A carcinogénese pode ser potenciada por fatores ambientais como agentes infeciosos,
radiagoes e agentes quimicos, ou fatores genéticos como mutagoes e disfungoes dos sistemas
imunitario e hormonal. A maioria desenvolve-se devido ao estilo de vida, com o aumento da
idade e, numa minoria dos casos, por fatores genéticos subjacentes. *

Sao classificados de acordo com a profundidade da invasao local, o envolvimento dos
ganglios linfaticos e a presenca de metéstases a distancia. **

A selegao da terapéutica adequada depende do estado do doente, da localizagao e
estadio do tumor.

O facto de ocorrer uma sobreexpressao de recetores de AH nas células do cancro
colorrectal faz como que se possa recorrer ao AH para aumentar a captagao de sistemas de

administracao de farmacos anti-tumorais.
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AH, TLR4 e CD44 estao envolvidos na patogénese do cancro do colorretal, e elevados
niveis de AH estromal estao associados a mau prognostico. O AH é produzido por células
tumorais e outras presentes no microambiente tumoral, e este é capaz de aumentar a
proliferagao e a motilidade das células tumorais colorretais in vitro e in vivo. A ligagao AH-CD44
estimula multiplas cinases recetoras ao nivel das células tumorais do colon HCTI 6,
provocando um aumento da sobrevivéncia celular, proliferacio, adesio e invasao celulares. %

A ativagao do CD44 que ocorre no ambiente tumoral permite mediar a internalizagao
do AH facilitando a entrega do farmaco ao tumor.

Irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina que atua como inibidor
especifico da enzima topoisomerase | do ADN. Trata-se de um agente anti-neoplasico que
tem como mecanismo de a¢ao a inibicao da topoisomerase | do ADN. O irinotecano e o seu
metabolito ativo SN-38 ligam-se reversivelmente ao complexo topoisomerase |-ADN e
induzem lesoes na cadeia simples de ADN que vao bloquear a bifurcagao e replicagao do ADN,
sendo responsaveis pela citotoxidade. Este efeito citotoxico é dependente do tempo e
especifico da fase S. *

O irinotecano é metabolizado por carboxilesterases em muitos tecidos dando origem
nao seu metabolito SN-38, que é mais ativo e citotdxico do que o proprio irinotecano contra
linhas tumorais humanas e de murino.

O irinotecano esta indicado para o tratamento de doentes com cancro colorretal
avancado em associacdo com o 5-fluorouracilo e acido folinico em doentes nao submetidos
previamente a quimioterapia para doenga avan¢ada ou em monoterapia para doentes que nao
responderam favoravelmente ao tratamento com 5-fluorouracilo. *

Foi realizado um estudo de fase Il em pacientes com cancro colorretal avangado ou
metastatico com documentagao histoldgica de adenocarcinoma colorretal, para avaliar a
eficacia do AH como transportador de irinotecano. O estudo foi realizado em pacientes que
ainda nao tinham realizado nenhum tipo de terapéutica com irinotecano e foram randomizados
para receber irinotecano — grupo controlo - ou AH-irinotecano — grupo em estudo -, a cada
3 semanas, para um maximo de 8 ciclos.

O recurso ao AH nesta terapéutica teve como objetivo reduzir a toxicidade que acaba
por ser limitante na dose administrada e aumentar os beneficios deste tratamento, recorrendo
as propriedades do AH como transportador macromolecular de fairmacos para tumores
solidos.

Apos a administragao intravenosa, o farmaco derivado do AH consegue entrar dentro
do tumor e agregar-se, formando um microembolismo vascular no interior do tumor, onde o

depdsito de farmaco intratumoral persiste, aumentando a acumulagao e retengao de farmaco.
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O mecanismo de acao baseia-se no aumento da concentragao intratumoral do farmaco
permitindo uma maior internalizagao do agente anti-tumoral, através de um mecanismo
mediado pelo recetor CD44. Assim ira ocorrer um aumento de eficicia do farmaco.
Paralelamente, ocorre um desvio do farmaco dos tecidos saudaveis, devido a esta
especificidade para o recetor CD44 caracteristica do AH, levando a reducao de alguma
toxicidade normalmente associada ao tratamento sé com irinotecano. *

No estudo em analise as toxicidades foram classificadas de acordo com o NCICTC
(National Cancer Institute Common Toxicity Criteria) e em todos os pacientes que
apresentaram qualquer toxicidade de grau 3 ou 4 relacionada com o tratamento foi feita uma
reducao de 25% da dose de irinotecano, mantendo a dose de AH. Para a quantificacao do
irinotecano total, foram realizadas varias colheitas até 48h apos o inicio da infusdo. »

Quanto aos resultados deste estudo, foi possivel concluir que os pacientes tratados
com AH-irinotecano conseguiram ser tratados por mais ciclos (6 VS 2). No grupo controlo
(apenas irinotecano), 14% dos pacientes abandonaram o estudo por efeitos adversos,
enquanto em pacientes com administragao de AH-irinotecano apenas 7% desistiu.

Avaliando a taxa de doentes estaveis com o tratamento AH-irinotecano, esta foi de
68%, enquanto a de doente tratados apenas com irinotecano foi de 43% e relativamente a taxa
de controlo da doenca temos 76% no tratamento com AH-irinotecano e 46% no tratamento
apenas com irinotecano.

A pouca diferenca de efeitos adversos confirma que nao ha problemas de seguranca
maiores na associagao AH-irinotecano do que no uso de apenas irinotecano. As toxicidades
gerais foram semelhantes as ja relatadas para o uso isolado de irinotecano. Comparando os 2
grupos, comprovou-se que os pacientes do grupo controlo tinham mais propensao para
desenvolver doenca progressiva (41%), comparativamente ao grupo em estudo (21%).

O facto de ter havido uma melhor resposta ao tumor no grupo de pacientes tratados
com AH-irinotecano fez com que um maior nimero de pacientes continuasse o estudo. Assim,
34% completaram os 8 ciclos de terapia com AH-irinotecano, enquanto no grupo controlo
apenas 14% completou. Houve um aumento do tempo de vida sem progressao da doenga de
5,2 meses em AH-irinotecano, comparativamente ao grupo controlo, que teve um tempo de
sobrevivéncia sem progressio de 2,4 meses. »

Importa salientar que a formulagio do irinotecano com AH nao alterou a
farmacocinética nem o metabolismo do irinotecano, o que foi demonstrado por dados

farmacocinéticos realizados no estudo em analise.
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5. Conclusao

O AH assim como os seus derivados tém um enorme leque de aplicagoes devido as
suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. Sao capazes de se ligar a recetores e proceder
a entrega direcionada de farmacos, através do mecanismo recetor-ligante.

Enquanto polimero natural o AH tem sido amplamente usado no desenvolvimento de
farmacos e sistemas de transporte de farmacos. Ao longo desta dissertagao foram relatadas
as suas caracteristicas, fungoes e como este glicosaminoglicano pode ser aproveitado de forma
vantajosa para melhorar farmacos anti-tumorais.

E importante aumentar as investigagdes relativas as vantagens deste polimero, desde
as interagoes com os seus recetores a capacidade de degradagao pela enzima hialuronidase e
melhorar cada vez mais os sistemas ja existentes. Acredito que com investigagao e
desenvolvimento constantes, num futuro proximo surgirao mais medicamentos
comercializados com base nas diferentes funcionalidades e aplicagoes do AH pois, tém sido
alcangados resultados notaveis com sistemas conjugados de AH-farmacos, AH como
transportador de firmacos, com hidrogéis a base de AH, entre outros.

Com a elevada progressao de doengas como o cancro, importa usar todos os recursos
que temos, n2o so investigar novos farmacos como melhorar as propriedades dos ja existentes
para que consigamos uma melhor tolerabilidade, reducao de efeitos secundarios e toxicidade

e maior eficacia de tratamento.
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