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Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria



Lista de acronimos

APCC - Associagao Portuguesa de Cancro Cutaneo
CS - Cartao Sauda

CV - Curriculum Vitae

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
FR — Farmacia Rocha

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamento nao sujeito a receita médica
MSRM - Medicamento sujeito a receita médica

NEF - Nucleo de Estudantes de Farmacia

OF — Ordem dos Farmacéuticos

PA — Principio Ativo

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats



Nota introdutéria

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) é um curso que prepara os
estudantes a nivel técnico e cientifico, dirigido ao correto uso do medicamento. Aquando do
seu término, permite a inscricao na Ordem dos Farmacéuticos (OF), atribuindo o grau de
farmacéuticos e agentes de salde, permitindo que estes executem todas as tarefas em torno
do medicamento em ambiente oficinal, contribuindo assim para a prevengao da saude publica
(Ministério da saude, Decreto-Lei n.° 288/2001).

Segundo o Ministério da saude, Decreto-Lei n.° 288/2001, |é-se o “farmacéutico tem a
obrigagao de colaborar activamente com os servicos publicos e privados nas iniciativas
tendentes a protecgao e preservagao da salde publica. Sempre que as circunstincias o
exijam, o farmacéutico deve actuar particularmente como agente sanitario para a divulgagao
de conhecimentos de higiene e salubridade”.

A area farmacéutica na atualidade, abrange uma vasta gama de atividades como
Farmacia Hospitalar, IndUstria Farmacéutica, Distribuigao, Ensino, Assuntos Regulamentares,
Farmacia Comunitaria, entre outros.

No ultimo ano letivo do MICF os estudantes realizam um estagio curricular em
Farmacia Comunitaria onde poem em pratica os conhecimentos teoricos adquiridos ao
longo dos cinco anos de curso. E nesta area farmacéutica que existe um maior contacto
farmacéutico-doente, onde o farmacéutico nio se comporta apenas como um técnico do
medicamento, mas também como um conselheiro com “capacidade de sensibilizar para a
importancia da adogao de estilos de vida saudaveis e utilizagao racional dos firmacos e
capacidade de despistar de forma precoce e identificar sinais de alerta”, monitorizando e
acompanhando a saude fisico-emocional do utente (Ordem dos Farmacéuticos).

Realizei o meu estagio na Farmacia Rocha situada na Rua do Brasil em Coimbra, onde
tive oportunidade de integrar uma equipa de grande carisma; este decorreu sob a orientagao
da Dra. Maria Emilia Simoes, de 10 de janeiro a 09 de junho de 2017, com um total de 810h.

Este relatorio sera elaborado em formato SWOT.



Analise SWOT

O SWOT trata-se de uma ferramenta de analise bastante popular e com muito uso no
planeamento estratégico através de recolha de informagao. A sigla SWOT vem dos termos
ingleses Strenghts (Forgas), Weaknesses (Fraquezas), Opportunities (Oportunidades) e Threats
(Ameagas), que caracteriza o ambiente interno em pontos fortes e pontos fracos, e o
externo em oportunidades e ameacas (Portal Administragao, 2014).

No Quadro seguinte apresento a minha analise referente ao meu estagio:

PONTOS FORTES

PONTOS FRACOS

¢ Plano de estagio;

e Equipa;

e Rececao de encomendas,
armazenamento e gestao de
stock;

e Preparagao de manipulados;

e Cedéncia de MSRM.

Dificuldade em associar o nome
comercial ao principio ativo;
Administracao de vacinas e
injetaveis, e medigao de
parametros bioquimicos;
Aconselhamento farmacéutico;

Inexperiéncia em algumas areas.

OPORTUNIDADES

AMEACAS

e Liberalizacao de locais de venda

de MNSRM e a perda de

o Kaizen;

e Formacgoes;
produtos para grandes
e Cartao Salda; -
superficies;
e Aconselhamento Sazonal; ' o
e Crise econdmica;
e Pharmacareer. )
e Rendimentos.

PONTOS FORTES

Plano de estagio

Nos estudantes e recentes estagiarios prevalece o sentimento de desamparo quando
langados no mundo do trabalho. Comigo nao foi diferente, no entanto, na Farmacia Rocha

(FR) foi-me proposto pela Dra. Maria Emilia e pela Dra. Esperancga aquele que considero ter



sido o Plano de estagio mais adequado, que explicito com mais pormenor ao longo deste
relatorio.

O primeiro passo foi dado na rece¢ao de encomendas, armazenamento, gestao de
stock e organizagao interna da farmacia onde, juntamente com os meus colegas estagiarios,
organizamos por ordem alfabética e por secgoes, com recurso a bricolage, as gavetas, os
lineares de exposicao e o armazém.

Foi-me também atribuida a responsabilidade da elaboragao de imagens promocionais
para publicar no facebook da farmacia e a criacao de papéis demonstrativos das promogoes
em vigor na farmacia (Anexol).

Com o passar do tempo, ja a meio do estagio, pude participar na elaboragao de
medicamentos manipulados com a Dra. Maria Emilia e iniciar a fase observacional no
atendimento ao publico, onde prestei aten¢ao ao modo de agao e aconselhamento prestados
pelas minhas futuras colegas. Numa etapa mais avangada, passei ao ativo no balcao com
supervisao constante de uma farmacéutica, tendo posteriormente procedido de forma

autonoma.

Equipa

A equipa é composta por 4 elementos: a Dra. Maria Emilia Simoes (Diretora Técnica e
proprietaria), a Dra. Esperanca Silva (Farmacéutica substituta), a Dra. Susana Lopes
(Farmacéutica) e a Dra. Liliana Caldeira (Farmacéutica), que possuem muitas fungdes em
comum, mas apresentam algumas mais especificas.

A gestao financeira, o sistema de seguranga da farmacia e a administragao de vacinas e
injetaveis cabe a Dra. Maria Emilia; a comunicagao/ligagao exterior da FR em varias
plataformas, a entrega de encomendas ao domicilio, bem como a organizagao fisica da FR e a
gestao das formagoes compete a Dra. Esperanga; a organizagao/gestao da documentagao
referente as encomendas e devolugoes esta a cargo da Dra. Susana; e a regularizagao de
fichas de utentes, verificagao das validades e receituario compete a Dra. Liliana.

Todos os elementos tratam da rececao de encomendas, assim como da arrumagao dos
medicamentos. Sao também responsaveis pelo atendimento ao publico conseguindo, com o
dinamismo e boa disposicao de sempre, promover um atendimento adequado a todas as
necessidades dos utentes.

Apesar de existir uma distribuicao especifica de tarefas, a falta de algum elemento nao
desestabiliza o bom funcionamento da farmacia, pois todos se encontram bem preparados

para a elaboragao de qualquer atividade.
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Rececdao de encomendas, armazenamento e gestao de stock

Estas tarefas enquadram-se na area do backoffice sendo realizadas fora do alcance e do
campo de visao dos utentes. Estas fungoes sao de extrema importiancia e exigem total
concentragao a fim de garantir que tudo esta no sitio certo e da forma correta, promovendo
uma movimentagao mais fluida na farmacia e um atendimento mais eficaz.

E importante estar atento aos pregos e as validades que vém nas embalagens, na
rece¢ao de encomendas, bem como conferir se vieram as quantidades de embalagens certas.
Por vezes, determinados medicamentos vém com validades demasiado curtas e tém que ser
devolvidos ao distribuidor, situagao que passaria perfeitamente despercebida se nao fosse
dada a devida atengao.

Foi também nesta altura que contactei em primeira mao com a plataforma
SIFARMA2000® onde aprendi o basico da recegio de encomendas sob supervisio de uma
farmacéutica, tendo passado mais tarde a trabalhar com o sistema com independéncia.

Estas fungoes tiveram um grande impacto na minha aprendizagem pois comecei a
relacionar certos medicamentos ao principio ativo (PA) e a decorar o formato das
embalagens e onde tinham de ser devidamente arrumadas.

Por norma a gestao de stock € controlada por toda a equipa, a Dra. Esperanca e a Dra.
Maria Emilia fazem as encomendas diarias necessarias garantindo que chegam a farmacia os
medicamentos essenciais, atendendo a rotatividade dos produtos. Ainda assim, hoje em dia é
muito dificil a FR possuir todos os produtos autorizados pelo INFARMED devido a grande
variedade existente de medicamentos, suplementos, genéricos, entre outros. Existem
situagoes com as quais me deparei algumas vezes, onde ha falta de stock de um ou mais
produtos pedidos pelo utente aquando do atendimento ao balcao ou por reserva telefonica.
Nestas alturas, é realizado, por quem esta a atender, uma encomenda instantinea ou
telefonica ao fornecedor com o objetivo de fazer chegar a farmacia o produto procurado

pelo utente.

Preparacdao de manipulados

A preparagao de manipulados na FR estd a cargo de quem recebe o pedido. Estes
podem ser classificados em Formulas Magistrais que consistem na preparagao de um
medicamento sujeito a receita médica na farmacia pelo farmacéutico, ou Preparados

Oficinais onde o medicamento é preparado segundo a Farmacopeia ou um Formulario.
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No site do INFARMED lé-se: “Visando criar um elevado padrao de qualidade dos
medicamentos manipulados preparados em farmacia de oficina ou nos servigos
farmacéuticos hospitalares, a Portaria n® 594/2004, de 2 de junho aprovou as boas praticas a
observar na preparagao de medicamentos manipulados.

Essas normas incidem sobre oito vertentes essenciais, a saber:

e Pessoal

« Instalagoes e equipamentos

e Documentacgao

o Matérias-primas

e Materiais de embalagem

e Manipulagao

e Controlo de qualidade

e Rotulagem” (INFARMED-Portaria n.° 594/2004).

A meu ver, esta é das areas das quais saimos melhor preparados da faculdade dado que
temos varias disciplinas dirigidas a manipulagao do medicamento regida por farmacopeias.

Tive a possibilidade de realizar alguns manipulados durante o estagio, tais como uma
pomada salicilada e uma solugao de Bicarbonato de Soédio a 1,4% (Anexo 2), onde também
aprendi a calcular o prego do respetivo manipulado.

Mesmo que hoje em dia a procura de manipulados tenha vindo a diminuir, a FR é uma
possuidora constante das oito vertentes essenciais das boas praticas na preparagao de
medicamentos manipulados presentes na Portaria n° 594/2004, garantindo sempre um bom

funcionamento e um medicamento manipulado de exceléncia.

Cedéncia de MSRM

A cedéncia de MSRM, que recentemente sofreu alteragdes com a implementagao da
receita eletronica, representa uma grande parte do trabalho efetuado na zona de
atendimento da FR. E um servico caracterizado pela cedéncia de uma ou mais embalagens de
medicamentos pelo farmacéutico aquando da apresentagao de receita médica por parte do
utente.

Numa fase inicial, como ja referi, observei como as minhas futuras colegas
farmacéuticas operavam de acordo com as necessidades especificas de cada utente, quer a

nivel social, quer a nivel profissional.
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A posteriori tive a oportunidade de ser eu a atender o utente e ceder os MSRM,
aplicando os conhecimentos transmitidos pelos meus colegas, sob supervisio de uma
farmacéutica. Com o passar do tempo comecei a ter mais confianga no meu trabalho e a
realizar os atendimentos com mais dinamismo.

Com este estagio entendi a importancia e a atencao que € necessario dar desde a
entrada do utente na farmacia até a sua saida. Aquando da cedéncia de MSRM ¢é necessario
ter em atengao todos os pormenores da receita, bem como a reagao do utente perante a
medicagao disponibilizada.

Ainda contactei com a ja a cair em desuso, mas ainda existente, receita manual, que
continua a ser prescrita no caso de falha informatica, prescricao ao domicilio, inadaptagao do
prescritor aos meios informaticos, entre outros, sendo limitada a apenas 4 embalagens de
medicamentos por receita. Nestas receitas manuais tive mais dificuldades na interpretacao
da caligrafia do prescritor, recorrendo sempre, no caso de duvida, aos meus colegas
farmacéuticos, devido a sua experiéncia. De qualquer modo, antes do término do
atendimento, existe um controlo de seguranca onde temos que ler os cédigos de todos os
produtos a dispensar, garantindo com seguranga que os medicamentos que selecionamos no
sistema sao aqueles que temos em mao.

Quando o utente entrava na FR, introduzia-me de forma respeitosa e cuidada,
cumprimentando-o sempre, deixando-o confortavel e perguntando como lhe correra o dia;
de seguida procedia a parte do atendimento propriamente dita. Com a receita manual em
minha posse, verificava se as vinhetas, o plano de comparticipagao e a medicagiao prescrita
estavam conformes, verificava também a validade da receita e se todos estes aspetos eram
validos e verdadeiros. Dialogava com o utente a fim de saber se era a primeira vez ou nao
que estava a tomar aquela medicagao, se era para toma cronica ou nao, sendo esta
informagao util ao atendimento, pois o mais importante é que o utente fique a conhecer os
medicamentos que esta a tomar e como os deve tomar. Seguidamente, ia buscar os
medicamentos as gavetas e continuava para o processo informatico onde aplicava o plano de
comparticipagao e terminava o atendimento com a impressao, se necessario, de papéis de
faturacao.

Com o aparecimento da receita eletrénica ocorreram algumas alteragoes ao que referi
anteriormente. Com esta nova receita, passou a ser permitida a prescricio de mais de 4
embalagens por receita, e o SIFARMA2000® passou a reconhecer os medicamentos que ja
foram levantados de cada receita, em qualquer farmacia, permitindo desta forma ao utente
levantar apenas aquilo que deseja em vez de todo o conteldo da receita de uma sé vez.

Aquando da introdugio da receita no sistema, o SIFARMA2000° informa-nos quais os
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medicamentos disponiveis na farmacia para a dispensa do produto em causa, podendo o
utente escolher entre um medicamento original e um medicamento genérico.

Terminando a parte informatica, dispunha-me sempre a tirar alguma duvida que o
utente tivesse, garantindo sempre que entendeu tudo o necessario para a toma correta do

medicamento.

PONTOS FRACOS

Dificuldade em associar o nome comercial ao principio ativo

Esta é, sem duvida, das minhas maiores lacunas. Como referi anteriormente, a rececao
de encomendas contribuiu imenso para o meu processo de aprendizagem, mas, por vezes,
continuei a sentir dificuldade a responder a perguntas especificas dos utentes.
Ocasionalmente, os utentes pediam conselhos sobre um tipo de medicamento ou
questionavam a disponibilidade de certo medicamento na farmacia, sendo que em
determinados casos tive que recorrer ao SIFARMA2000® para tentar identificar o nome do
PA ou o nome comercial do medicamento. Esta situagao agrava-se quando o nome do
medicamento € mal pronunciado pelo utente.

Devido a vasta variedade de produtos que estio disponiveis no mercado
farmacéutico, considero que exista uma curva de aprendizagem tendo como fatores

principais o tempo e a experiéncia.

Administracdo de vacinas e injetaveis, e medicdo de parametros
bioquimicos

4

Apesar de serem servicos prestados na FR, o nimero de utentes que os procura é
reduzido. O curso de administragao de vacinas é creditado pela OF apenas a quem é
farmacéutico, nio sendo possivel a pratica pelos estudantes/estagiarios numa farmacia. E um
servico deixado a responsabilidade da Dra. Maria Emilia. No entanto, considero ser um
servico fundamental e tenciono tirar o curso no futuro.

Nao tive oportunidade de medir parametros bioquimicos, apenas realizei medi¢oes de

tensao arterial a alguns utentes.
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Aconselhamento farmacéutico

A grande maioria dos servigos que prestei ao balcao na FR foi em torno da dispensa de
MSRM, no entanto estive sempre a disposicao e tive oportunidade de aconselhar alguns
utentes que chegavam a FR com dulvidas sobre alguns produtos que nio MSRM. Nas
situagcoes onde tinha que fazer um aconselhamento, fazia um raciocinio de acordo com o
caso em particular, tentando chegar a um produto especifico, e ia ao encontro de uma
colega farmacéutica a qual explicava o caso e a minha sugestio. Houve algumas situagoes
onde a minha sugestao era valida, mas mesmo assim considero que necessito de mais treino
e conhecimento nesta area. Ainda niao tenho experiéncia nem seguranca suficiente para

esclarecer determinadas duvidas e sugerir certos produtos a um utente.

Inexperiéncia em algumas areas

O farmacéutico comunitario tem o dever de se manter constantemente informado e
atualizado acerca dos produtos que podem vir a pertencer ao stock de uma farmacia, a fim
de promover um atendimento ao publico de exceléncia.

As areas em que senti mais dificuldade foram puericultura, dermofarmacia e
dermocosmética e medicamentos veterinarios. Apesar de todas as formagoes a que fui e dos
conhecimentos teoricos da faculdade, houve poucas situagdes onde pude pér em pratica a
teoria. Tive duividas em relagao a interagoes de produtos com outros e no aconselhamento
farmacéutico, duvidas essas que eram colmatadas com os conhecimentos dos meus colegas
farmacéuticos e com recurso ao SIFARMA2000°, garantindo sempre que o utente apenas saia

da farmacia satisfeito e informado.

OPORTUNIDADES

Formacoes

A Dra. Esperanca, como ja referi, e a quem muito agradeco, compete a organizagio e a
inscricdo dos membros e estagiarios da FR em formagoes.
Tive a oportunidade de frequentar algumas dentro e fora de Coimbra. Apesento

algumas na Tabela |:
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Tabela | - Tabela representativa das formagoes frequentadas.

Hotel Vila Fundacdo Bissaya Hotel Tryp
Plural Porto
Galé Barreto Coimbra
Congresso: “Sol, pele e
URIAGE Dor, e técnicas de venda cancro cutaneo em
Edol Higiene Oral
(Anexo 3) (organizado pela gsk) 20177, organizado pela
APCC. (Anexo 4)
Rinite alérgica La Roche-Posay

Como futuro farmacéutico considero que uma aprendizagem continua é fundamental.
Todas estas formagoes contribuiram certamente para a minha educagao enquanto futuro
profissional de saude; gostei particularmente das formagoes de cosmética, pois considero ser
uma area bastante especifica e de grande importancia para os estagiarios, uma vez que,
aquando do comego do estigio, somos imediatamente confrontados com a quantidade

abismal deste tipo de produtos.

Cartao Sauda

“Quem tem um ponto ganha um desconto” (Cartao salda).

Tornou-se habito durante o atendimento ao balcao, o farmacéutico perguntar: “Jd tem
Cartdo Sauda?”, acompanhado de: “Tem ficha ca na farmdcia?”.

Foi para mim uma mais valia ter a possibilidade de iniciar o meu processo de
aprendizagem no atendimento ao publico ja com o sistema do Cartao Sadda (CS)
implementado. Apesar de nao ter efetuado nenhuma troca de pontos, tive a oportunidade
de assistir.

O CS pode ser associado a ficha pessoal do utente e fica gravado na base de dados de
cada farmacia, ou seja, no futuro, nao € necessdria a sua apresentagao naquela mesma
farmacia. Para além de nao ter qualquer custo para o utente, apresenta inUmeras vantagens,
permitindo a acumulagao de pontos ap6s uma compra de produtos (que nao medicamentos),
que podem ser trocados por outros produtos pertencentes ao catalogo do sistema e da

Revista Sauda, ou ser transformados em vales desconto.
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Aconselhamento Sazonal

Ao longo do meu estagio, de janeiro a junho, notou-se uma diferenca clara na procura
de certos produtos. E importante para nos, futuros farmacéuticos, comecarmos a ter essa
percegao e entender que a procura de certos produtos varia com as estagoes. Por exemplo,
foi notéria uma maior procura de antigripais em meses de frio; ja na primavera, com o
aumento da libertagao de pdlen, os antialérgicos foram mais procurados; nas alturas de mais

calor, os utentes procuraram mais produtos para perda de peso e para protegao solar.

Pharmacareer

O Pharmacareer foi uma semana organizado pelo Nucleo de Estudantes de Farmacia
(NEF) onde tivemos a oportunidade de visitar as instalagoes da Plural e contactar com o
pessoal que la trabalha.

Tivemos varias palestras que abrangeram a parte comunitaria, hospitalar e outras
vertentes da area farmacéutica, onde nos esclareceram assuntos como:

e Como fazer um CV?

e Como varia o ambiente dentro de uma farmacia e como lidar com a situagao?
e Como proceder numa entrevista de emprego!?

e Marketing Farmacéutico, etc.

Tivemos também o prazer de ouvir os testemunhos de antigos estudantes da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC). Ouvimos como procederam
para chegar onde chegaram, os sacrificios, o trabalho e a forca de vontade embutida para
atingir os objetivos.

Foi uma semana que me ajudou a tirar algumas duvidas e a preparar-me
psicologicamente para o mundo do trabalho. Considero o Pharmacareer, sem qualquer

duvida, uma semana de extrema importancia aos alunos finalistas da FFUC.

Kaizen

Kaizen é uma pratica ideologica que provém do kai (mudar) e do zen (melhor)
introduzida no Japao por Masaaki Imai, que defende ser uma pratica de melhoria continua de
uma pessoa, instituto ou organizagio (Kaizen institute). O Kaizen abrange niveis
organizacionais, modo de agao, medidas para tornar os espagos publicos mais apelativos e

mais limpos, bem como a sua rentabilizacao.

17



Quando cheguei a FR, este sistema ja se encontrava em vigor e desde muito cedo me
instruiram acerca dos pilares desta ideologia e me incentivaram a trabalhar em prol desta.
De tempos a tempos, sao feitas consultorias a fim de observar e avaliar o progresso da
farmacia e dar uma pequena formagao a equipa.

A equipa da farmacia realiza reunides semanais para debater assuntos internos e
externos e também novidades relevantes, a promogao de produtos, avisos de retirada de
produtos, regularizagoes, sugestoes de melhoria e outros assuntos que se considerem

relevantes na altura (Anexo 5).

AMEACAS

Liberalizacdo de locais de venda de MNSRM e a perda de produtos para
grandes superficies

A compra de um medicamento é um ato de responsabilidade muito grande. O maior
problema que encontro na liberalizagao dos locais de venda de MNSRM ¢ a falta de pessoal
qualificado para prestar algum tipo de suporte técnico ou aconselhamento nesses locais. Um
aconselhamento incorreto ou a auséncia dele podera acarretar consequéncias graves para a
salde de quem os tomar. Quer sejam MSRM ou MNSRM, ambos requerem o
aconselhamento de um profissional de satide qualificado.

Deparei-me também com a escassez de pessoas que vém a farmacia pedir
aconselhamento ou comprar produtos a nivel da puericultura, preservativos, protetores
solares, entre outros. Hoje em dia quando os cidadaos se dirigem as grandes superficies a
fim de ir buscar as suas provisoes, aproveitam também e compram produtos deste nivel;
“estd ali @ mdo e é mais barato”, dizem muitos utentes. E também uma grande ameaca quer
para a economia das farmacias, pelo fato das grandes superficies apresentarem maior poder
de compra e maior poder de negociagao, quer para o processo de aprendizagem dos

estagiarios no aconselhamento aos utentes, que nestas areas € cada vez mais escasso.

Crise economica

A realidade que se vive hoje em dia em Portugal é a de uma crise monetaria constante.
Os utentes vém-se obrigados a dar mais valor ao dinheiro do que a sua prépria salde,
restringem-se aos produtos mais baratos ou a uma menor quantidade de caixas do que o

necessario.
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A crise nao s6 chegou aos utentes como também as farmacias e a FR nao é excegao. A
Dra. Maria Emilia juntamente com o conselho da restante equipa, tem que prestar uma
geréncia financeira estrita e a0 mesmo tempo garantir a rotatividade de produtos, necessaria
e constante, a fim de ter os produtos essenciais para satisfazer as necessidades dos seus
utentes e minimizar os gastos da farmacia.

Eu como estagidrio também sou afetado, torna-se cada vez mais dificil poder participar
num processo mais dinamico e mais ativo ao balcao devido ao reduzido poder de compra

dos utentes e a sua menor afluéncia a farmacia.

Rendimentos

Como consequéncia do anteriormente citado, hoje em dia o farmacéutico comunitario
vive com rendimentos inferiores aos anteriores a crise, ja nao existe o bem-estar financeiro
que existia ha uns anos atras. Isto acaba por ser uma grande ameaga ao sector comunitario
pois os recém-formados comegam a procurar outras areas que nao a farmacia comunitaria,
visando um melhor rendimento e estabilidade financeira, bem como uma mais provavel

progressao na carreira.
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Conclusao

Com o culminar destes anos consigo felizmente olhar para traz e ver o quanto cresci e
o que alcancei como pessoa e futuro farmacéutico. Com o estagio terminado consigo
afirmar que os meus colegas da FR tiveram um papel fundamental nesta ultima fase do meu
percurso. Contribuiram certamente no colmatar e consolidar dos meus conhecimentos
tedricos, ajudando-me a coloca-los em pratica.

Trabalhar por prazer e nao por obrigagao, era esta a minha mentalidade na FR, talvez
por ser sempre tao bem recebido. A boa disposicao das nossas colegas para connosco
estagiarios, era contagiante, o nosso rendimento aumentava e a atengao que davamos as
diversas situagoes era sempre a adequada. Cheguei a conclusao entao que o ambiente criado
pela equipa da farmacia € um pilar fulcral que se traduz no rendimento do trabalho dos
farmacéuticos.

O farmacéutico comunitario como profissional de saide apresenta uma série de
responsabilidades. O seu conhecimento e aconselhamento é a chave no que toca a garantia
da qualidade de vida dos utentes e é das profissoes que mais interage com o doente no seu
dia-a-dia. Tive a chance de me aperceber disso na FR.

Momentos bons e menos bons existiram e existirao sempre, mas mesmo assim tudo
me fez crescer como futuro profissional, nunca irei esquecer os momentos que la passei e
com certeza que no futuro se decidir seguir farmacia comunitaria, aplicarei os

conhecimentos aqui aprendidos.
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Parte 2

Desoxinivalenol em cereais



Resumo

O Desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina pertencente a familia dos tricotecenos
produzida por fungos do género Fusarium, que aparece mais frequentemente no trigo € no
milho. A infestacao dos cereais por estes fungos é tanto maior quanto maior a humidade, e a
baixas temperaturas segundo alguns investigadores como De Boevre et al, (2012) na altura
da floracao, e entre 21°C e 25°C de acordo com Canady et al., (2001).

O DON ¢é também conhecido por vomitoxina devido aos seus efeitos eméticos em
animais, como suinos, e em humanos.

Na década de 30 e 40, na URSS ocorreu um surto em grande escala de intoxicagao
alimentar apos o consumo de trigo, milho e cevada com bolor. Devido a gravidade do surto,
os alimentos foram alvo de estudo, descobrindo-se que continham fungos do género
Fusarium produtores de tricotecenos. Mais tarde, no inicio dos anos 70 propuseram que uma
dessas micotoxinas fosse o DON. Descobriram-se mais recentemente micotoxinas derivadas
desta com o mesmo grau de toxicidade como o 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON) e o |5-
desoxinivalenol (15-ADON), e o Desoxinivalenol-3-beta-D-glicosideo (DON-3-GLU) cujo
grau de toxicidade e resposta do nosso organismo ainda nao estao totalmente esclarecidos.

De maneira a controlar ativamente os niveis de DON nos alimentos destinados ao ser
humano e aos animais, foram estabelecidos programas de monitorizagao e limites maximos
(LM) a nivel Europeu.

A ocorréncia de DON em cereais é continuamente estudada em diferentes paises com
recurso a métodos adequados para a detegao e quantificagao da toxina. Alguns desses
estudos sao aqui relatados e analisados, permitindo-nos estabelecer uma diferenga no grau
de contaminagao do DON nos cereais de paises em desenvolvimento quando comparados
com paises desenvolvidos. Os resultados da monitorizagao de cada pais devem ser relatados
periodicamente a EFSA, que tem o dever de publicar um relatério com a analise dos dados.

A mistura de agua com acetonitrilo como solvente de extragao do DON, as |ACs, o
HPLC-UV, sao atualmente dos métodos mais utilizados para a purificagao, detegao e
quantificagao do DON, respetivamente, no entanto a HPLC-MS obtém melhores resultados.

Certos paises com laboratorios mais sofisticados comegam a desenvolver novas
técnicas para a detegao e quantificagao do DON, com o objetivo de obter resultados mais

sensiveis, em relagao as técnicas atuais.

Palavras Chave: Desoxinivalenol, Cereais, Toxicidade, LM, Ocorréncia, Detecao.
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Abstract

Deoxynivalenol is a mycotoxin belonging to the trichothecenes family produced by
fungi of the genus Fusarium, which appears more frequently in wheat and corn. The cereal
infestation by these fungi is all the greater, the greater the humidity and at lower
temperatures, according to some researchers like De Boevre, et al, (2012) at the time of
flowering and between 21°C and 25°C according to Canady et al., (2001).

DON is also known as vomitoxin as a result of its emetic effects in humans and in
animals, such as pigs.

In the 30’s and 40’s, a large-scale outbreak of food poisoning occurred after the
consumption of wheat, corn and barley with mold. Due to the severity of the outbreak,
foodstuffs were studied and found to contain trichothecenes produced by Fusarium fungi.
Later, in the 70’s one of these mycotoxins were proposed to be DON. More recently,
mycotoxins derived from it have been found to have the same degree of toxicity such as 3-
acetyldeoxinivalenol  (3-ADON) and  [|5-acetyldeoxinivalenol  (15-ADON), and
Deoxinivalenol-3-glucoside (DON-3-GLU) who the degree of toxicity and our body's
response to it, are not yet fully understood.

In order to actively control DON levels in humans and animals food, monitoring
programs and maximum levels (ML) have been established at a European level.

The occurrence of DON in cereals is continuously studied in different countries
using methods that are qualified for this mycotoxins detection and quantification. Some of
these studies are reported and analyzed here, allowing us to establish a difference in the
degree of contamination of DON in cereals from countries in development when compared
to developed countries. The results of monitoring in each country should be periodically
reported to EFSA, which has the duty to publish a report with the analysed data.

The mixture of water with acetonitrile as DON extraction solvent, IACs, HPLC and
UV, are currently the most commonly used methods for the purification, quantification and
detection of DON, respectively; however HPLC-MS achieves better results.

Some countries with more sophisticated laboratories are beginning to develop new
techniques for the detection and quantification of DON in order to obtain more sensitive

results compared to current techniques.

Keywords: Deoxynivalenol, Cereals, Toxicity, ML, Occurrence, Detection.
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Lista de acronimos

3-ADON - 3-acetildesoxinivalenol

15-ADON - |5-acetildesoxinivalenol

ac — Acetilo

ARfD — Dose de Referéncia Aguda

ATA — Leucopenia Toxica Alimentar

aw — atividade de agua

DON - Desoxinivalenol

DON-3-Glc — Desoxinivalenol-3-glicosideo

CE - Comissao Europeia

EFSA — European Food Safety Authority

GC-ECD - Cromatografia Gasosa — Detetor de captura de eletroes
GC-MS - Cromatografia Gasosa — Espetrometria de Massa

HPLC-MS/MS - Cromatografia Liquida de alta performance— Espetrometria de Massa em
tandem

IAC — Coluna de imunoafinidade

JECFA — Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
LC-DAD - Cromatografia Liquida — Detetor de diodos
LC-MS — Cromatografia Liquida — Espetrometria de Massa
LC-UV — Cromatografia Liquida — Ultra-Violeta

LM — Limite Maximo

LOD - Limite de Detecao

mADb — Anticorpo monoclonal

p-C. — peso corporal

SCF - Scientific Committee on Food

TDI — Ingestao diaria toleravel

UPLC-MS/MS — Cromatografia Liquida de ultra performance — Espetrometria de Massa em
tandem
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Introducao

O Desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina pertencente a familia dos tricotecenos
do tipo B, produzida durante o desenvolvimento de fungos patogénicos do género Fusarium,
maioritariamente pelas espécies F. graminearum e F. culmorum (Pestka, 2001).

Também conhecido por vomitoxina devido aos seus efeitos eméticos em animais,
como suinos, e em humanos. Apos o consumo o DON é transportado para o cérebro onde
interage com os recetores dopaminérgicos (Sobrova et al, 2010).

A infestacao dos cereais por fungos do género Fusarium é tanto maior quanto maior a
humidade, e a baixas temperaturas, segundo alguns investigadores como De Boevre et al,
(2012) na altura da floragao, e entre 21°C e 25°C de acordo com Canady et al, (2001). Esta
infestagao caracteriza-se pelo aparecimento de uma cor rosada nas sementes de trigo, que
podem adotar uma forma de lapide, e um “rosa podre” no milho (Martins e Martins, 2008).

Os fungos produtores, F. graminearum e F. culmorum, apresentam condigoes otimas de
crescimento a 25°C com atividade de agua (aw) superior a 0,88, e de 21°C com aw superior
a 0,87, respetivamente (Canady et al,, 2001).

O DON aparece maioritariamente em graos de cereais como trigo, aveia, centeio,
milho e cevada, e em menor quantidade no arroz, sorgo e triticale (hibrido produto do
cruzamento de trigo e centeio). Estes cereais, podem ser contaminados tanto no campo
como durante o armazenamento, em que a humidade apresenta um papel fulcral (Pestka,
2001).

Preocupados com a saude humana, em 2002 o SCF definiu a ingestao didria toleravel
(TDI) de DON em Ipug/kg de peso corporal (p.c.) por dia. Mais tarde, em 2010, a JECFA
incluiu os derivados acetilados de DON ao grupo, e definiu uma dose de referéncia aguda
(ARfD) de 8 pg/kg de peso corporal (EFSA, 201 3).

O 3-ADON e o |5-ADON sao derivados acetilados (ac) de DON que podem
coocorrer com este, mas em menores quantidades, no entanto, o Comité atribui-lhes o
mesmo grau de toxicidade do DON (Malachova et al,, 201 I).

O DON-3-Glc é um produto do metabolismo de algumas plantas durante o processo
de auto desintoxicagao, através da conjugacido de substancias polares, como é o caso da
glicose, com o DON (Malachova et al., 201 I).

A toxicidade do DON-3-Glc ainda é desconhecida em mamiferos. Uma das principais
preocupac¢oes em relagao a este composto € a possivel hidrolise do grupo glicosideo por
parte do sistema digestivo dos mamiferos, levando a formagao do percursor DON. Existe

desta forma, a oportunidade para o individuo que tenha ingerido um alimento contaminado
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com DON venha a apresentar efeitos adversos mais severos do que aqueles que é suposto.
A inesperada resposta a esta toxicidade elevada estara, neste caso, ligada a ocorréncia de
formas conjugadas nao detetadas de micotoxinas, nomeadamente DON-3-Glc, aumentando
desta forma a exposi¢ao a toxina e a um consequente aparecimento de efeitos adversos mais
graves (Malachova et al,, 201 1).

Pensa-se que o mesmo se passa com 3-ADON e |5-ADON. Estudos em animais e
humanos sugerem que estes compostos sao convertidos em DON, apds hidrélise do grupo
acetilo. No estudo de Ajandouz et al. (2016), com recurso a células humanas, chegaram a
conclusao de que a desacetilagio do 3-ADON e do |5-ADON no lumen pelas enzimas
digestivas e pelas bactérias é limitada. Conseguiram também demonstrar que o figado e o
intestino delgado possuem uma forte capacidade de desacetilagio, quando comparados com

o colon e rins.

Na figura |, podemos verificar possiveis locais para a ocorréncia das desacetilagoes
(Ajandouz et al, 2016):

(1) O 3- e o I5-ADON, podem nao ser absorvidos diretamente pelas células epiteliais
intestinais (CEl), necessitando de uma transformagao no lumen (por enzimas
digestivas e / ou bactérias) antes de atravessar a parede intestinal.

(2) As CEl podem ser capazes de absorber os 3/I5-ADON e converté-los em DON
intracelularmente, resultando em que apenas o DON seja libertado na veia porta
que liga o intestino ao figado.

(3) Parte ou todo o 3/15-ADON absorvido no intestino pode chegar ao figado pela veia
porta e pode ser submetida a desacetilagao hepatica antes da libertagao para as veias
hepaticas e para a circulagao sanguinea sistémica.

(4) Embora altamente improvavel com base nos resultados experimentais, parte ou a
totalidade do 3 /I5ADON absorvido a nivel intestinal pode atingir o sangue

sistémico e ser convertido em DON nos rins (ou noutros tecidos).

Nenhuma dessas hipoteses exclui as outras, e uma mistura delas é possivel (Ajandouz et

al, 2016).
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Figura | — Hipoteses relacionadas com os processos de desacetilagio de 3-ADON e |5-
ADON (adaptagao de Ajandouz et al, 2016).

A meio dos anos 80 surgiram especulagoes acerca da existéncia de micotoxinas como
formas mascaradas que escapavam aos exames de rotina por varias razoes. Por exemplo, no
caso do DON-3-Glc, devido ha sua elevada polaridade em comparagao com a micotoxina
percursora, a sua extragado com os solventes habituais tornava-se dificil, e era muitas vezes
perdido no processo de purificagao. Além disso, os padroes analiticos também nao existiam.
Apenas em 2007 é que um padrao puro de DON-3-Glc foi introduzido no mercado, e
comecgou-se a verificar um aumento da detecdo e da coexisténcia deste com o DON em
cereais (Malachova et al,, 2011).

Com base no conhecimento das pesquisas em curso relacionadas com a origem de
micotoxinas mascaradas e do seu comportamento durante o processamento de alimentos,
os niveis de DON-3-Glc nos produtos finais de alimentos processados parecem ser
fortemente dependentes de dois fatores, a intensidade dos processos de desintoxicagao das
proprias plantas vivas (Berthiller et al, 2005) e o tipo de tecnologia de processamento
empregado no estudo (Lancova et al,, 2008).

A planta, durante o seu processo de desintoxicagao auto protetor, vai acumulando e

construindo um “armazém” de micotoxinas, que podem ser libertadas por processos

27



enzimaticos aquando da produgao de alimentos, levando a um aumento dos niveis de DON-
3-Glc nos produtos finais, e talvez até maiores do que nas respetivas matérias-primas
(Lancova et al., 2008).

Outra situagao preocupante, nao tem a ver com os derivados de DON, mas com o
tipo de alimentos que sao estudados, e pelo facto de que muitos estudos publicados sobre a
monitorizagao deste grupo de micotoxinas se terem focado na analise de alimentos a base
de cereais, maioritariamente para pequeno-almoc¢o, como flocos de trigo/milho, farelo, pao,
excluindo na sua maioria outros alimentos que poderao conter a micotoxina (Lancova et al,
2008).

Esta micotoxina aparece em quantidades mais significativas nos EUA e no Canada,
apesar de ser das menos toxicas, comparativamente as outras micotoxinas do grupo dos
tricotecenos do grupo B. A manifestacio mais comum do DON na América do Norte e na
Europa remete para a perda da producio suina, enquanto na China e india ocorreram casos

graves de intoxicagao humana de natureza gastrointestinal (Haschek e Voss, 201 3).

Caracteristicas fisico-quimicas

Os tricotecenos siao estaveis a 120°C, moderadamente estaveis a 180°C, e
decompoem-se dentro de 30—40 min a 210°C (Canady et al,, 2001).

Os tricotecenos estao divididos em macrociclicos e nao-macrociclicos, baseado na
presenga, ou hao, de um anel macrociclico ligado a C-4 e C-15 com di-ésteres ou tri-ésteres
(Haschek e Voss, 2013).

As micotoxinas tricotecénicas sao possuidoras de uma estrutura sesquiterpénica
tetraciclica, uma ligagao olefina em C-9,I10 e um grupo epoxido nas posigoes C-12,13
(Haschek e Voss, 2013).

Os tricotecenos dividem-se em 4 grupos, A, B, C e D. No grupo B, onde se inclui o
DON, contém um grupo hidroxilo em C-7 e um grupo carbonilo em C-8 (Haschek e Voss,
2013) (Figura 2).

As caracteristicas fisico-quimicas do DON, dos seus derivados acetilados e do

derivado glicosilado encontram-se explicitadas na Tabela |.
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Tricotecenos Desoxinivalenol

DON (RI=OH, R2=H, R3=OH, R4=OH);
3-ADON (RI1=OAc, R2=H, R3=OH, R4=0OH);
15-ADON (RI=OH, R2=H, R3=OAc, R4=OH);

DON-3-GLU= (Rl=glucose, R2=H, R3=OH, R4=OH).

Figura 2 — Estrutura quimica geral dos tricotecenos e estrutura do Desoxinivalenol (12,13-
ipoxi-3d, 70, |5-trihidroxi-9-tricotecen-8-ono), respetivamente, (adaptado de Haschek e
Voss, 2013).

29



‘o|l431uo3adE

‘OlW.I0JO.I0d ‘|OouEld ‘jouelaw

:SOJIUESJO S3]JUSA|OS W3

B IE|

VY 6Ll

low/2 9854

HQEH 1D

N15-¢-NOda

*0|1131uoIadE

‘OlW.I0JO.I0d ‘|ouEld ‘jouelaw

:SOJIUESJO Sa]UBA|OS W3

w/Bw | ¢'9TENSE Wy

Dol 1-0¥1

V90l

low/2 95€‘g€ €

LOUWHLID

Noav-si

‘Oo|lJ3iuolade

‘OlW.I0J0.I0d ‘|OoUEld ‘jouElaw

:SOJIUBSJIO S91USA|OS W

w/Bw g6'g Tense Wy

2,981-9'981

Vv 90l

low/3 95€‘gE €

LOTHLID

NOQv-¢

Ue's UL AIBIA
YlL oL
ulog-§| 031d
TEI0 TR

'souins wy

‘o|l431uo3adE

‘OlW.I0JOIOd ‘|oueId ‘|ourIdW

‘SOJIUE3I0 SOIUSA[OS Wi

qw/Bw ‘g€ Tense W3

D.€91-191

vV 566

low/3 6] €°96T

9Q0HSID

[OUSJBAIUIXOSD ]

NOda

Uy

apepljiqnjos

ed130]0do) Jejod

apy.adns ap eady

Jejndajoly osad

Jejuawid|g

e|nw.io4

einjnJjso
9

od1wind swoN

euIXO |

(@@gL @ waydgnd ‘gIDN op opeidepe) sopeaLisp snas sop @ NOQ 9P

sedlwinb-ooisly seonslis1deIe)) — | Bl9qe L

30



Toxicidade

Os ticotecenos podem ser absorvidos via gastrointestinal, respiratoria e transdérmica.
Haschek e Voss (2013) afirmam que a maior parte da informagao toxicococinética existente
advém de estudos de administracao |V, pois, devido aos efeitos eméticos da micotoxina, os
animais a partir de certa altura recusam a alimentagao, tornando-se dificil estudar a via de
exposi¢ao gastrointestinal e inalatoria.

Estas toxinas nao sao extensivamente bioacumulaveis, sendo excretadas ao fim de
algumas horas apds a exposicao. Os tricotecenos sao metabolizados no nosso organismo
por reagoes de hidrolise, hidroxilagao, glucoronidagio, onde siao transformados em
metabolitos menos toxicos. Devido a grande influéncia de DON na suinicultura, a
toxicocinética deste composto tem sido extensivamente estudada nos suinos (Haschek e
Voss, 201 3).

A administragao intravenosa (i.v.) de | mg/kg de p.c. de micotoxina permitiu verificar
que o DON foi rapidamente distribuido para todos os fluidos corporais e tecidos, e
maioriariamente eleminada na urina e nas fezes. Apos 24 h os niveis de DON baixaram para
niveis desprezaveis, excepto na urina e bilis (Haschek e Voss, 2013).

O DON, mesmo sendo dos menos letais dos tricotecenos, € dos que aparece em
maior quantidade, e os suinos sao dos animais mais sensiveis a esta micotoxina. Quanto aos
humanos, devido a limitagao de dados existente, somos obrigados a recorrer as semelhangas
anatomicas e fisiologicas entre os humanos e aqueles animais e fazer extrapolagao de dados
(Haschek e Voss, 201 3).

Na década de 30 e 40, na URSS ocorreu um surto em grande escala de leucopenia
toxica alimentar (ATA) apds o consumo de trigo, milho e cevada com bolor. Com o
consumo croénico em baixas doses, comegaram a surgir sintomas como retardamento do
crescimento, anorexia e imunotoxicidade, enquanto que com elevadas doses ocorreram
hemorragias, vomitos, diarreia, leucopenia e, nos casos mais graves, morte do tipo choque
(Pestka, 2010).

Devido a gravidade do surto, os alimentos foram alvo de estudo, descobrindo-se que
continham fungos do género Fusarium produtores de tricotecenos. Mais tarde propuseram
que estes fossem agentes etiologicos de ATA. No inicio dos anos 70 uma das micotoxinas
foi identificada e caracterizada como DON (Pestka, 2010).

Outros surtos foram também registados no Japao, Coreia e o mais grave, entre 1984-

1991, na China afetando cerca de 130.000 pessoas (Pestka, 2010).
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A manifestagao dos efeitos adversos apos exposicaio ao DON esta dependente da

quantidade ingerida e do tempo de exposi¢cao e pode ser classificada como:

e Aguda: quando o animal é exposto a uma Unica dose elevada da micotoxina.
e Cronica: aquando do contacto continuo de baixas concentragoes da

micotoxina (Pestka, 2010).

Apesar do DON nao ser das micotoxinas mais toxicas dos tricotecenos, como ja
referi, aquando da exposi¢ao aguda a contaminagao da ragao animal é um fator de grande
importancia, que tem levado a grandes perdas economicas, principalmente na suinicultura,
pelo fato deste animal ser dos mais sensiveis a esta micotoxina (Pestka, 2010).

A exposicao de forma aguda a elevadas doses de DON, provoca emese, diarreia,
aumento da salivacdo e dor abdominal. Nos suinos, o mais rapido a ocorrer é a emese
(Pestka, 2010).

Por outro lado, aquando da exposicao croénica a baixas doses de DON, o animal passa
a ingerir alimentos cada vez com menos frequéncia, chegando até a privar-se, levando a
redugoes de peso corporal (Haschek e Voss, 201 3).

Os efeitos fisiopatoldgicos associados a exposicao com DON incluem sinalizagao
neuroendocrina alterada, perturbagao do eixo da hormona do crescimento, indugao do gene
pro-inflamatério e alteragao da integridade intestinal (Pestka, 2010).

A nivel celular, ao induzir stress ribotdxico, perturba a sintese de macromoléculas, a
diferenciagao, a proliferagao, a sinalizagao celular e pode induzir a morte (Pestka, 2010).

Foram realizados estudos, tendo como principal preocupagao a saude humana, no
entanto nos paises desenvolvidos serao necessarios testes epidemiologicos para determinar
se existe uma relacdo entre o elevado consumo de DON e a incidéncia quer da
gastroenterite quer dos potenciais efeitos cronicos (Pestka, 2010).

Verifica-se, no entanto, de forma universal um retardamento no crescimento em
animais monogastricos, como gatos, ratos, caes e em porcos quando expostos de forma
croénica a baixas doses da toxina (Haschek e Voss, 201 3).

Nao existem antidotos nem curativos. O Unico tratamento a fazer aquando da
intoxicagao € garantir a reposi¢ao de eletrolitos, portanto, evitar o contacto com a toxina, €
a unica medida preventiva. Em caso de contacto com a pele, os cremes antibidticos topicos
podem ajudar a prevenir dores e infe¢oes oportunistas (Langford, 2004).

Com a compreensao da base molecular da toxina e do seu modo de agao, sera mais
facil a previsao de potenciais efeitos adversos para a saiude humana no futuro, permitindo,

baseando-nos na ciéncia, uma melhor e mais precisa avaliagao e gestao dos riscos.
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Legislacao

Em 2010, a EFSA recebeu um mandato da Comissao Europeia (CE) para reunir e
analisar de forma continua, toda a informagao disponivel do DON nos alimentos e publicar o
relatorio com a andlise dos dados. De maneira a controlar ativamente os niveis de DON,
nos alimentos destinados ao consumo humano e alimentos para animais, foram estabelecidos
programas de monitorizacao e limites maximos (LM) a nivel Europeu. Os resultados da
monitorizagao de cada pais devem ser reportados a EFSA de forma regular (EFSA, 2013).

Durante um periodo de 6 anos, anteriores ao relatério EFSA (2013), foram obtidos
26613 resultados analiticos de 2| estados membros e da Noruega, onde apenas 6 paises, de
entre os quais, Portugal, nao submeteram dados durante esse periodo (EFSA, 2013) (Figura

3).

Pais 2007 2008 2009 1o 011 12 Tatal
Anstria [ 37 268 51 92 Q59 - 2733
Belgium - - - - 52 - 52
Cyprus 18 14 25 20 47 40 164
Czech Republic 42 - 28 78 o 354 593
Crermany 2262 1935 2458 3382 3y - 13574
Denmuark 101 81 74 59 20 - 435
Estoma . 1 3 4 4 - 12
Spain 119 118 45 . - - 132
Finland - 127 101 159 36 - 423
France . = . 121 719 = 840
United Kingdom 45 - 660 11 - - 936
Cresce . - . - 15 - 15
Humgary . 207 209 131 245 - 1412
Ireland . 77 95 40 41 - 253
Lithuamia 50 il 7 17 L - 128
Luembourg - - 67 32 - . o0
Larvia . 12 18 - - - 30
Norway 75 137 197 150 s = 659
Romana . . . . 692 199 £91
Sweden . 17 . - 64 - 101
Slovena . - . 135 159 - 204
Slovakia 619 &350 462 7 460 9 2687

Tatal 39838 3815 2306 6038 7614 602 26613

Figura 3 — Tabela representativa da quantidade de resultados analiticos submetidos pelos
diferentes paises da Uniao Europeia (UE) e da Noruega a EFSA (EFSA, 2013).

Apenas 2 paises submeteram dados nos 6 anos consecutivos. Por esta situagao e pela
cobertura desigual de informagao na Europa, é induzido um possivel viés na
representatividade dos dados.

Na Tabela 2 estio representados os LM do DON e derivados acetilados, impostos
pela CE para os diversos géneros (adaptado de REGULAMENTO (CE) N.° 1881/2006 DA
COMISSAO).
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Tabela 2 - LMs do DON para os varios géneros alimenticios
(Regulamento N° 1881|2006 de 19 dezembro 2006).

impostos pela CE

Categoria

Género alimentar

DON
(ug/kg)

Cereais nao transformados com excegao de trigo duro, aveia e

milho.

1250

Trigo duro e aveia nao transformados.

1750

Milho nao transformado, com excec¢iao do milho nao

transformado destinado a moagem por via humida.

1750

Cereais destinados ao consumo humano direto, farinha, sémola
e gérmen de cereais, enquanto produto final comercializado para
consumo humano direto, com excegiao dos géneros alimenticios

referidos nos pontos 7, 8 e 9.

750

Massas alimenticias (secas).

750

Pao (incluindo pequenos produtos de panificagao), produtos de
pastelaria, bolachas, refeigSes leves a base de cereais e cereais

para pequeno-almogo.

500

Alimentos transformados a base de cereais e alimentos para

bebés destinados a lactentes e criangas jovens.

200

Fragdes de moagem do milho com particulas de dimensées >
500 micron abrangidas pelos cédigos NC 1103 13 ou 1103 20 40
e outros produtos da moagem do milho com particulas de
dimensoes > 500 micron que nio se destinem ao consumo

humano direto abrangidos pelo codigo NC 1904 10 10.

750

Fragcoes de moagem do milho com particulas de dimensées <
500 micron abrangidas pelo cédigo NC 1102 20 e outros
produtos da moagem do milho com particulas de dimensoes <
500 micron que ndo se destinem ao consumo humano direto

abrangidos pelo codigo NC 1904 10 10.

1250

CN — nomenclatura combinada

Para o DON-3-Glc nao foram ainda estabelecidos o LM nem a TDI (EFSA, 2013).

Para produtos destinados a alimentagao animal, os LMs do DON encontram-se

representados na Figura 4.
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Valor de onentacao em

mygfkg (ppm) de

Micoroxina Produtos destinados & alimentagdo animal alimento para animais
para um teor de humi-
dade de 12 %
Desoxinivalenol Matérias-primas para alimentacio animal (*)
— «cereais e produtos 4 base de cereais (**) com excecio dos subprodutos 8
do milho
— subprodutos do milho 12

[,

Alimentos compostos para animais, com excecio de:
— alimentos compostos para suinos 0,9

— alimentos compostos para vitelos (< 4 meses), borregos, cabritos e cies 2

Figura 4 — LMs do DON destinados a alimentagao animal (adaptado da Recomendagao UE

2016/1319).

Ocorréncia

A ocorréncia de DON em diferentes cereais e derivados cultivados em diversos
paises observa-se na Tabela 3.

Na Tunisia, os cereais (maioritariamente trigo duro) correspondem a uma grande
parte da agricultura, que estao muitas vezes contaminados por micotoxinas devido as
condigoes climatéricas do pais. Estas sao favoraveis ao crescimento e contaminagao por
Fusarium com o consequente aparecimento de DON nos respetivos graos. Bensassi et al.
(2010), usando o método de cromatografia liquida com detegao por Ultra-Violeta (LC-UV),
avaliaram a presenga de DON em trigo duro fresco e acabado de colher, nas principais areas
de cultivo do pais (Bensassi et al.,, 2010).

Sabendo que o limite Europeu é de 1750 pg/kg, com este estudo verificou-se que as
quantidades de DON encontradas no trigo duro na Tunisia sao elevadissimas (Tabela 3),
chegando a ser 17,5 vezes mais do que a permitida. Estes valores sao justificados pelas
condigoes climatéricas da Tunisia que, em virtude de se tratar de um pais mediterranico, é
caracterizado por um clima que favorece a proliferacao de fungos e a acumulagio de
micotoxinas. Perante estes valores as autoridades devem tomar medidas para inverter esta
situacao.

Com o objetivo de estudar a ocorréncia de DON no mercado catalao foram
recolhidas, entre junho e julho de 2008, 479 amostras de alimentos de 6 super e

hipermercados, das 12 principais cidades da Catalunha, representativos de 72% da
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populacao. As amostras eram consideradas como das mais suscetiveis a serem contaminadas
por esta micotoxina (Cano-Sancho et al, 201 1).

As amostras onde foi encontrada menor percentagem de toxina foram as de cerveja
(1,4%) e as de milho doce (2,8%). As com maior percentagem foram as de massa (74,3%), os
snacks de milho (78,9%) e o pao (100%) (Cano-Sancho et al., 201 1).

Com recurso a CG-ECD, GC-MS e LC-DAD, Cano-Sancho et al. (201 1) descobriram
uma quantidade elevada de DON em cereais no mercado da Catalunha em que 5 amostras
continham teores acima do limite maximo permitido pela Comissao Europeia,
nomeadamente no pao, na massa e nos flocos de milho com teores maximos de 0,739 ug/g,
0,946 ug/g e 0,580 ug/g respetivamente (Tabela 3), (Cano-Sancho et al., 201 1).

Na China um estudo concluiu que ha uma maior detecaio de DON no milho onde
todas as amostras estudadas se encontram abaixo do limite maximo estipulado pela
Comissao Europeia (Li et al., 2012).

Para além de ter demonstrado boa precisao e exatidao, Li et al, (2012): “Até a data,
existem muitos métodos para a detecao de tricotecenos. No entanto, o nosso método
demonstrou ser altamente sensivel a determinacado do DON em cereais com LOD de
0,0003 pg/g.

Sugerindo entao, que este método é bem capaz de poder vir a monitorizar os niveis de
DON nos cereais.

Martins e Martins (2001) quantificaram DON em alimentos a base de trigo, num total
de 88 amostras de cereais de trigo para pequeno-almo¢o que foram compradas em
diferentes supermercados em Lisboa. A quantificacio foi efetuada com recurso a CL e
detecdo por UV. Verificou-se uma maior percentagem de amostras com niveis de
contaminagao na ordem dos 0,101 a | pg/g, (54,5%), no entanto 4 amostras de farelo de
trigo apresentam valores superiores a 5 ug/g, que mesmo correspondendo a 4,6% do total
das amostras, é um valor preocupante. Em média, as amostras analisadas apresentam valores
altos, que eventualmente poderao acarretar riscos para o consumidor sugerindo que, antes
do consumo, estes deveriam ser alvo de inspecao e deveria ser feita uma monitorizagao do
produto final (Martins e Martins, 2001).

Malachova et al. (2011) determinaram o grau de contaminagao de micotoxinas no
mercado checo. Foi avaliado um total de |16 produtos a base de cereais, nas 4 maiores
areas comerciais da Republica Checa, em 2010. As amostras foram divididas em 5 grupos,

que continham os seguintes ingredientes:
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e Grupo |, |7 produtos de farinha branca: torradas de pao branco, pao, e rolos de
varias formas produzidas apenas de farinha de trigo branca.

e Grupo 2, 36 produtos s6 de milho e farinha mista: misturas de farinha de trigo e
centeio com a adigao de outros ingredientes, tais como farinha de aveia, trigo duro e
cevada, malte, farelo, sementes de sésamo e sementes de linhaca.

e Grupo 3, 7 cereais de pequeno-almogo: flocos de aveia, trigo duro, trigo, e cevada,
para preparados de puré e muesli, etc.

e Grupo 4, 34 “snacks™: fatias de pao crocantes (milho, trigo, centeio, espelta), “puffed
snacks” preparados do arroz com ou sem a adi¢ao de sabor doce/salgado, ex: queijo,
maga, etc., e ainda biscoitos e snacks para festas, com ou sem sabor a alho, queijo,
pizza, etc., preparados a partir de farinha de trigo.

e Grupo 5, 22 farinhas: farinha de trigo com graos de varias dimensoes, 3 amostras de

farinha integral (espelta, trigo e centeio) e uma amostra farinha de pao de centeio.

Para garantir a representatividade das amostras, foram selecionadas 5 amostras dos
grupos | e 2, 5 pacotes de cada amostra dos grupos 3 ao 5. As amostras foram
homogeneizadas e moidas a particulas de Imm. Recorrendo ao método de QUEChERS e a
LC-MS, os autores detetaram DON e DON-3-Glc (Malachova et al,, 201 I).

Na Tabela 3 observa-se a incidéncia e concentracoes de DON e DON-3-Glc em
diversos alimentos a base de cereais e, curiosamente, nos alimentos do grupo 3 e 4 a
incidéncia de DON-3-Glc foi superior a de DON.

Em forma de andlise, verificamos que em todos os alimentos, exceto nos do grupo 5,
os niveis mais altos de DON variaram entre 0,320 e 0,431 pg/g, onde nenhum ultrapassou o
limite estipulado pela Comissao Europeia. Para as farinhas do grupo 5, o nivel mais alto
detetado foi de 0,594 pg/g, que também esta dentro do limite legislativo para este produto.
Para o DON-3-Glc, como ja referi, nao foram ainda estabelecidos o LM nem a TDI (EFSA,

2013).
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Metodologias Analiticas

Os requerimentos e procedimentos para a colheita, preparagao e andlise de amostras,
com o objetivo de monitorizar os niveis de DON em géneros alimenticios, estao detalhados
na diretiva EC, N° 882/2004 do Parlamento Europeu.

Os laboratérios devem ser credenciados por um organismo reconhecido que opere
com a ISO/IEC 17011:2004 para garantir a qualidade das suas operagoes.

Quando uma organizagao pretende realizar um estudo focado na quantificagao e
detegao da presenga de DON em certa(s) amostra(s), executa uma série de atividades que
por norma sao a extragao dos compostos alvo, a purificagao, a detegao e quantificagao da

toxina.

Processos de extracao

Este passo é normalmente de facil execugao. Como o DON possui alguma polaridade,
este pode ser extraido dos cereais por agitagao mecanica ou trituragio com uma mistura de
solventes de natureza hidrofilica como agua/acetonitrilo (fornece melhores extratos) ou
agua/metanol, como se pode verificar na Tabela 4. Outros como o polietilenoglicol, etanol,
cloroférmio e metanol também sao utilizados, no entanto os mais utilizados sao os
primeiramente referenciados (Trenholm et al,, 1985).

Atualmente tem sido utilizado o método QuUEChERS (QUick, Easy, CHeap, Effective,
Rugged and Safe), nomeadamente no estudo de Malachova et al. (2011), em que foram usados
7,5 ml de agua desionizada com 10 ml de acetonitrilo, com adicao de | g de NaCl e 4 g
MgSO,, conseguindo detetar a presenga de DON e DON-3-Glc como ja tinha referido
anteriormente. No entanto com este método obtiveram um limite de dete¢ao para o DON-
3-Glc insuficiente para quantificagao. Malachova et al. (201 1) tiveram de recorrer ao método
classico usando 25 ml acetonitrilo-agua (84:16 v/v) como solvente de extragao e mais tarde,
redissolveram com | ml de mistura metanol-agua I:1 v/v seguindo para LC-MS. Para que
DON-3-Glc fosse quantificavel recorreram a coluna cromatografica Hypersil GOLD Q, devido

a sua grande capacidade de reter analitos polares (Malachova et al,, 201 1).
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Processos de purificacdao

Nesta fase sao usados varios métodos como extracao em fase solida, colunas de
limpeza multifuncionais e colunas de imunoafinidade (IACs), sendo as ultimas as mais
utilizadas como podemos conferir na Tabela 4.

Ha algumas décadas atras, para detetar, quantificar e/ou purificar amostras de DON
nos cereais, recorria-se a uma extragao com coluna de fase solida (SPE) como a coluna C18
e cartuchos HLB. Contudo, alguns analitos ficavam retidos devido a interagoes hidrofébicas
nao especificas dos adsorventes de SPE (Li et al., 2012).

Com o passar do tempo verificou-se que as IACs, suportadas em reagoes anticorpo-
antigénio, forneciam resultados mais precisos e com recurso a menores volumes de amostra
e de solvente organico relativamente a SPE com coluna CI8 e cartuchos HLB (Li et dl,
2012).

Quando o extrato aquoso da amostra € aplicado na IAC, as moléculas do analito ligam-
se aos anticorpos presos a um material de suporte organico. Antes da lavagem, desnaturam-
se os anticorpos com solventes organicos puros com o objetivo de desacoplar as toxinas,
sendo estas eluidas em solvente organico. No entanto, para um melhor aproveitamento do
método e obtengao de melhores resultados, ha quem associe a este, uma coluna de carvao-
alumina-celite (Li et al, 2012).

Li et al. (2012) usaram um novo anticorpo monoclonal (mAb), produzido nos seus
laboratérios na China, para desenvolver a IAC usada no processo de purificagago de DON
onde também foi usado UPLC-MS/MS equipado com ionizagao por eletrospray (ESI) (Li et al.,
2012).

Processos de detecdo e quantificacao

Nos ultimos anos tem sido usado mais frequentemente HPLC acoplado a ultra-violeta
(UV), espetro de massa (MS) ou Fluorescéncia (FL). Este método é suportado ja pelas IACs,
contudo, a absor¢ao UV de DON é fraca, onde alguns solventes organicos podem interferir
com os resultados. Processos com detecao MS por outro lado, sao usados para evitar falsos
resultados (Li et al,, 2012).

Métodos quantitativos como ELISA e TLC eram utilizados para a determinagao de
DON, no entanto, o método ELISA ¢é incapaz de distinguir entre 3-ADON el5-ADON
levando a que este tenha vindo a cair em desuso. Para a detegao de coocorréncias de DON

com outras micotoxinas, a GC é muito utilizada com detetor de captura de eletrées (ECD),
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com detegao por ionizagao por chama, com dete¢ao por MS ou MS em tandem. A escolha

depende do tipo de tricoteceno a analisar (Li et al, 2012).

Na tabela 4, esta um resumo das técnicas utilizadas na obtencao dos dados

apresentados na Tabela 3 nos diversos cereais.

42



OPI23U.I0} OBU JIOJBA — N

BIDAY
elog
(A ‘T1:88) sguiyd 08105
oj|1.31uo3Iade/en3e [SAOW o558 (A/A 08:07) oudde.uas 031 |
oz PN 3/2r€000°0 o) enSe/jouelaw oYM
SW/ISW-D1dN SENV TN
zoduy
o3|
wuoZe e AN
81D sn|d asdi|p3 xeqJoz eunjod
ava-o1-e eloasmd
10T ‘1P oedeySe wod 9 900p oyjiw ‘Opene} oed *§
15 oyuEs-ouE N §-dH -Jeiided ea1ps 3p eunjod oVl (AA 91:48) oed 'z
‘SW-09 T
endg/o|l131uU0I9E BSSBW 9 OY|I 9P SHIBUS
G-dH -ejided eays op eunjoD) ‘03143 3p 3 oy|iw 3p SO0 °|
‘dd3vd’l
. (A/A “56°9) . .
010¢ /oo en3g/0|1111u019JE J[SAOW S5e] oVl ense oing osiil
“Ip 19 Isseuag
WU 0TT ' AN-O
(3/3r1)
eyea3olqig aol oededynuend 9 oed93ag oedeoyring oele.yxgy eysowy

"SIE9J9D WD [OUS|BAIUIXOSS(] 9P OBJBUIWIDISP BU SEPESN SedNijeue sei3o|opols)y — ¢ ej9qe |

43



110

ID 19 BAOYDE[EL

3/3r5710000°0

-a1uaIped
wa ‘jouelaw d ende wa (LJwg)

OlUOWE P OIBIWLIO) TOAOW S5

O @109 [1s4dAH eunjod
SW-DTHN

SY3yDInd

G odnuo
$ odnun
¢ odnug
7z odnun
| odnug

en3e wa o|11IIu03IaE [SACW 9584

seInJy wod 03113

100C 3310 oV epe|iIsap ende 03113 3p s0d0})
‘sunlJely 9 suiJel| wug|z e AN-O1 03113 9p ofa.e}
(/3r)
eyea3olqig aol oei3eoyyuend 9 oedalaQq oedeoyling oeideayx3y eaysowy

‘(oeSeNUNRUOD) SIeaUdd Wa NO 2P OBJBUIWISISP BU SEPESh SBDI3J[BUE SBISO|OpOoIa)| — { B|aqe L

44



Atualmente na maior parte dos casos a dete¢ao UV a 220nm acoplada a HPLC é dos
processos mais utilizados, para a determinagao de DON em alimentos/cereais. No entanto,
conforme o anteriormente dito, nao é dos mais eficazes (Li et al,, 2012).

Josephs et al. (2010) apresentam dados interessantes na variedade de métodos, que
aqui apresento, utilizados por varios laboratérios envolvidos na analise do DON com outras
micotoxinas do género Fusarium. Este estudo englobou 28 laboratorios situados na Europa,
EUA e Singapura, onde o DON foi purificado a partir de material cru, e determinado, de
acordo com a tabela seguinte. Adicionei também a Tabela 5 o método HPLC-MS, que
mesmo nao tendo sido utilizado pelos laboratérios neste estudo, também é usado na

atualidade.

Tabela 5 - Diferentes métodos de estudo e os respetivos limites de detegao tipicos, usados
pelos diferentes laboratorios.

Método N°de Limite de detecdo
laboratorios (LOD) (ug/g)
HPLC-UV 6 0.1-1.6
HPLC-MS ND 0,006-0,04
HPLC, detecio fluorescente | 0.02
GC-ECD 5 0.02-0.05
GC-MS 2 0.005
ELISA 4 N
Extracido em fase sélida, com
colunas de carvio MycoSep™ ou 9 N
Florisil-active
Colunas de imunoafinidade 2 N
Técnica Extrelut ®, combinada
com extragao em fase solida com | N
purificagcao por Florisil

N — valor nao fornecido, ND — método nao usado

Com este estudo, e apos analisar a performance dos resultados obtidos por esta
variedade de métodos, concluiram que mesmo assim, os métodos utilizados na analise de
coocorréncias do DON com outras micotoxinas do género Fusarium, ainda nao sao

satisfatorios. (Josephs et al, 2010).

45



Conclusao

Apesar de estarem a ser cada vez mais desenvolvidas novas técnicas para avaliagao do
grau de toxicidade e da permanéncia do DON nos cereais, em virtude de este ser um tema
relativamente recente, muito ha a esclarecer, como, a reacao do nosso organismo a toxina e
aos derivados desta, como prevenir a contaminagao e saber distinguir uma gastroenterite de
uma intoxicagao por estas micotoxinas.

Devido a limitagao de dados in vivo, somos obrigados a recorrer as semelhangas
anatomicas e fisioldgicas entre os humanos e os suinos, que sao das cobaias mais constantes
nestes estudos, e fazer a extrapolagao de dados.

O controlo do crescimento e propagagao dos fungos do género Fusarium passa tanto
pelos agricultores como pelas entidades responsaveis pelo controlo da qualidade alimentar
como, a vistoria das areas de cultivo, da observagao da prépria plantagao, e do cuidado
empenhado no tratamento dos cereais para consumo.

Com a observagao do relatorio EFSA de 2013, verificamos que uma grande parte dos
paises membros ainda nao deram a devida atengao ao assunto. Considero que seja
fundamental o relato periddico dos resultados dos estudos a EFSA porque, com a
colaboragao total dos estados membros, conseguimos obter resultados mais fidedignos e
representativos da realidade.

Os resultados da analise da contaminagao dos cereais pelo DON estao também
dependentes da qualidade das matérias primas e da aparelhagem usada na sua detegao e
quantificagao. A bagagem monetaria do laboratério é dos fatores mais restritivos e dos que
mais se faz sentir.

Com a observagao dos resultados dos estudos de alguns paises conseguimo-nos
aperceber da gravidade da situagao atual, principalmente nos paises em desenvolvimento
como o caso da Tunisia que apresenta valores de contaminagao completamente destacados
de todos os outros.

Muitos autores defendem ainda que os métodos atuais ainda nao sao os mais
adequados para o estudo desta matéria, no entanto, certos paises com laboratorios mais
sofisticados, nomeadamente, a China, come¢am ja a desenvolver novas técnicas para a
detecdo e quantificagaio do DON com o objetivo de obter resultados mais sensiveis, em
relagao as técnicas atuais.

Por fim considero que com a compreensio da base molecular da toxina e do seu
modo de agao e, se todos os paises fossem capazes de executar estudos rotineiros e nao

apenas quando ha suspeita de contaminagao, seria mais facil a previsao de potenciais efeitos
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adversos para a saude humana no futuro, permitindo, uma melhor e mais precisa avaliagao e

gestao dos riscos.
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Anexos

| — Imagens promocionais e papéis demonstrativos das promog¢oes em vigor na farmacia.

2 - Ficha de preparagao de uma solugao de Bicarbonato de Sodio a |,4%.
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