Diana Raquel dos Santos Godinho

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “Importancia dos transportadores no controlo da exposi¢ao fetal
a xenobioticos” referente @ Unidade Curricular “Estagio”, sob orientagao, da Dra. Ana Maria Martins Rico, da
Dra. Carla Cristina Albano Dias Paiva e da Professora Doutora Joana Bicker de Melo Alves Aparicio e
apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciagdo na
prestagdo de provas publicas de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Setembro 2018

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Diana Raquel dos Santos Godinho

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada *“ Importancia dos transportadores no controlo
da exposicao fetal a xenobioticos” realizados no ambito da unidade curricular “Estagio” sob
orientacao, da Dr.* Ana Maria Martins Rico, da Dr.* Carla Cristina Albano Dias Paiva e da
Professora Doutora Joana Bicker de Melo Alves Aparicio, e apresentados a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciagao na prestagao de provas publicas de
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Setembro de 2018

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Diana Raquel dos Santos Godinho, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n° 2013173305, declaro assumir toda a responsabilidade pelo
conteido do Documento Relatério de Estigio e Monografia intitulada “Importancia dos
transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos”, apresentados a Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra, no ambito da unidade de Estagio Curricular.

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

Autor, a exce¢dao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, 5 de setembro de 2018.

Dewe  Cogsiel dn st Gotinho

(Diana Raduel dos Santos Godinho)



Agradecimentos

A Professora Doutora Joana Bicker pela sua disponibilidade e ajuda na realizacio desta
monografia.

A equipa da Farmacia Central: a Dr.* Ana Rico, a Dr.* Alda Morais, ao Dr. Guillaume Troia,
ao Sr. Victor Santos e a Andreia Pestana, por me terem recebido de bragos abertos.

As minhas colegas de estagio por todos os bons momentos partilhados.

A Farmalabor e toda a equipa, principalmente a do Controlo de Qualidade e a Dr.* Carla
Paiva por me ensinarem a trabalhar num Laboratério de controlo de qualidade.

A minha familia, principalmente aos meus pais, irmio e prima por todo o apoio que me
deram.

Aos meus amigos e namorado pela paciéncia, ajuda e for¢a em todos os momentos.

A Coimbra, a eterna cidade dos estudantes que me permitiu fazer amizades inesqueciveis.

A todos, um sincero Obrigado.



INDICE

A. Relatorio de Estagio de Farmacia Comunitaria ...ccccceeeeesnnnnnnnneeeeeesccccssssnnnnnnneee I
I. LISTA DE ABREVIATURAS ......ieetirieccciiisnnnnntttttteesscsssssssssssssssssesssssssssssssns 2
L. INEFOAUGAO ...ttt ettt s b et a bbbt bbb se e as s st eseseseasasasesesene 3
2. ANAIISE SWOIT ...ttt s sttt sttt aen 4
2.1, PONTOS FOMLES ...ttt tes st st tess s st st s s s s sacseas 4
2. 1.1, LOCAlIZAGAO. ...ttt ettt s e e e a e et enene 4
2.1.2. Integragao na Equipa de Trabalho........ccvcnncrnicinccicnicneceneceneseseeenene 4
2.1.3. Planificagao do ESTAZIO ....c.ccveeururireueiriecieireccreetr ettt sttt 4
214, AULONOMIA ....uicuieceicreeceeaeteaetesstes e aese s ese s tsess e st s st as e s bacs st setaesssesecstas 5
2.1.5. Organizagao por Grupo FarmacolOgico .........cvuriverecunerincunencerecrrecnsenenenene 5
2.1.6. Contacto com 0 Sistema INfOrMALICO .......ccveuriveurivcrricrrecrrecircnrecrrecreeseseseaene 6
2.1.7. Dispensa de Medicamentos para INStitUIGOES........ccvveueueueurercurecurercrreerrenensenene 6
2.1.8. Medicamentos Psicotropicos e Estupefacientes..........c.occeccevcerencerencerencnnecenennene 6
2.1.9. Conferéncia e Organizagdo de RECEItUArIO......ccviveueurireeurereenrieieeriseeeeseeeaes 7
2.1.10. Consultas de NULFIGAO........cceeeeeeieeerereeeeeetete e eseseae e e ssesese e ssesesesesesne 7
2.1.11. Determinagao dos Parametros Fisiologicos e Bioquimicos ..........ccceeecureucueune. 8
2.1.12. FOrmagao CONLINUA........cceuevereeeeeieeetereeeeeetete e s ssesesese s e s sesesesesesessasssesesesesens 8
2.1.13. Aplicagao dos Conhecimentos Adquiridos na Faculdade...........cccccovueeurecunncee. 8

2.2, PONTOS FIaCoS....cucuiuieeiceiciticieiceeistesstesstesstae s s tesstess st s s ase s ssesssassseasssaens 9
221, ManiPUlAdOS......ccueurieeicrreciecieceiteiec ettt 9
2.2.2. NUmero Excessivo de EStagiarios .......cccceveveeireveurinincenininecinieeeeneesiseeesssseaens 9
2.2.3. Stock Reduzido e Pouca Diversidade de Dermocosméticos...........cccecureecureneen. 9
224, RODOT ...ttt ettt 10
2.2.5. DOSE UNITAITa....ccuiceiceicieieieneienseereeeeseaesestessesessesessessssesseestssssesessesessesssscsnens 10

2.3, OPOrtUNIAAES.......cueeeeceecieneeiiereeteees ettt ssese s sess st ssese e s sscsssacsseas 10
2.3.1. Grupo de FarmMaCias .....ccccceeveureeuremrinernencieeieseiesseessesessenesessaessesessesessesessesssscsens 10
2.3.2. Contacto com Diversas Realidades.........ccccoceuveurverrencrrecrnenincnercrrecrrencenensesennene 10
2.3.3. Gerir CONflItOS ....c.cueueueeicricieeieiciereciectse et saessesesseae st sseseasesens I
2.3.4. Intervir na Organizagao da Farmacia.........ccecoeeeveruninecnenincnneeeseseeeeeeeeaes I
2.3.5. Gestao de Stock e Prazos de Validade ..o 12

2.4, AMEAGAS......oovceereeeeeeeceete ettt ettt ae e sttt s as st ese s s s st st et eneae e ananenes 13

2.4.1. Conhecimento nas Areas de Dermocosmética, Puericultura, Veterinaria... | 3
2.4.2. Elevado NUMEro de FarmMACIas......c.eeeeeeevieeeeentiieeereeeeesesteseesessessessssessesesenns 13
24.3. Falta de Consulta de Revisio da Terapéutica e de Acompanhamento

FarmMaCOtEraPEULICO. ......cuiueeruiriicrtcttcteicieitese et s st s s seeaes 13
2.4.4. Venda de MNSRM fora das farmacias .........ccceeeeeeueeereeeeeeeeeeereeeseeeeesesesese e 13
2.4.5. CoNdigOES EXLEINAS ........eceevererereteeeeteeeteee ettt et s s s s s s nnaen 14
3. CONCIUSAO. ...ttt ettt e s e s s st s st et esese e s s esesesesesesensasesesenes 15

4. Referéncias BibliografiCas..........coceererurineeurinineeirineeieeeie ettt sttt eaenes 16



B. Relatério de Estagio de Induistria Farmacéutica .......cccceeeeccccnnnnnnneneceneccccscnnnns 18

LISTA DE ABREVIATURAS .....ciiiinnttttttteccccssssssssssssteeesssssssssssssssssssssssssssns 19
L. INEFOAUGAO . ...ttt a bbb et b s se s s s eseseseasasasenesane 20
2. ANALISE SWOIT ...ttt ettt sttt sttt 21

2.1, PONEOS FOIES ...ttt sttt sttt sttt st 21
2.1.1. Recegao e Planeamento do EStAgio .......cccccveeveuririecenineeininecireceseeeeeeeeenes 21
2.1.2. Formagao sobre Ambiente e SegUIranga..........ccooeoeurineeuninencurineneeenineeeieeesans 21
2,130 EQUIPA.ciiiiiceictcieicitce ettt bbbt 22
2.1.4. Boas Praticas Laboratoriais........cccceeeeueurineruninenciriniecisiseeetseeisistee st sseeseaes 22
2.1.5. Formagao sobre substancias de Referéncia e reagentes..........cccccovuveveueureennenes 23
2.1.6. Formacgao sobre como atuar em caso de resultados OOS. ...............ccceuu..... 23
2.1.7. MAterias Primas ..ottt sttt ettt sees 24
2.1.8. Produto acabado ...ttt 24
2.1.9. Aplicagao de conhecimentos teOricos € PratiCos........coceueurererrererrecrreneusenene 25

2.2, PONEOS FIraCos....ccoieieuieriieirirteisist ettt ettt sttt sttt 25
2.2.1. Manuseamento do HPLC ...ttt ettt aes 25
2.2.2. Estagio em outras areas do CQ ..ottt eaes 26
2.2.3. Curta duragao dO ESAZIO .....cceeveueerireueuririeieirieeietreease sttt sttt eaes 26

2.3, OPOrtUNIAAAES.......ccuicieucienierecteceeteie ettt s e sese s ssasesstassesasans 26
2.3.1. Estagio em IndUstria Farmac@uLiCa. ........cccoeeurireeurereeuririeeieieeesteeesteeseeseeaees 26
2.3.2. Pertence a0 Grupo Medinfar .......cnencnecincnercrnecenecesessesessesesseesseaeene 26
2.3.3. Estagio em Controlo de Qualidade..........coccoueuvieuririnerinineirrreceeeeeeeeaes 27
2.3.4. Desenvolvimento de capacidades .........cccoceeuveurencerencunecenemeeneneeersesesseessenensenes 27
2.3.5. AUAITOTIAS ettt ettt sttt sttt 28

2.4, AMEAGAS......eeeeeeeeteteeteee ettt ettt st e st a b se e s bbb e s s se s s essesenenan 28
2.4.1. OULros ProfiSSIONAIS........ccoceeueirireririneeieiriesieteetsteesesteasistse sttt seaes 28
2.4.2. NOVOS MEICAOS........eueeeiieiireeeie ettt ettt ettt ettt st et sesees 29

3. CONCIUSAO. ...ttt ettt ettt sttt et ettt 29

4. Referéncias Bibliograficas. ..ottt ettt et eaeans 30



C. Importancia dos transportadores no controlo da exposicio fetal a

D (=T 10 o T Lo o oo LIS 31
I. LISTA DE ABREVIATURAS ........cortreninttiencsnnnesecssssnnsesssssssssssssssssssssssssss 32
II. LISTA DE TABELAS ... eeeerteeennnnntttessnnaesesssssssssssssssssssssssssssssssssses 33
HI. LISTA DE FIGURAS ... trteccnnttennnnnettenssnnnsssessssssssssssssssssssssssssssssssses 33
IV. RESUMO ... reiiennnnetinninnntteeesssnnsssssssssnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 34
V. ABSTRACT ...eeteeccntttecsnnneteesssnnettesssssnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35

L. INEFOAUGAO . ...ttt ettt et s s bbbt b s ss s s s st eseseseasasesesesne 36
[.1. A gravidez e fases de desenvolvimento fetal............cocoovveverinincrninenenineeeneeeenee 36
[.2. A placenta: estrutura, fungoes € mecanismos de transporte...........coceeeeueerceenee 38

2. Transportadores da PlaCeNnta.... ... crieceicerecineunineinieeseciseeaseaeiesseesseessesessesessesessesnens 40
2.1. Transportadores de efluxo: ATP-binding cassette (ABC)........cccccovveuvirircrivincuncnnes 40

2.1.1. ABCB: glicoproteina-P (ABCBI) ......c.ccocvnrreinericrreeineseeneiesneessesesseseasesens 41
2.1.2. ABCC: proteinas associadas a resisténcia a multiplos farmacos (MRPs)......43
2.1.3. ABCG: Breast cancer resistance protein (BCRP; ABCG2) .......ccocvcuveuvcurinrinnnce 44
2.2. Transportadores de soluto (SLC): OATs, OCTs, OCTNs, OATPs..........cccu.... 45

3. Avaliagao experimental da passagem dos compostos através da placenta.................. 50
3.1. Modelos in vitro: culturas humanas primarias de trofoblasto, linhas celulares de
trofoblasto humano (BeWo, JAR, JEG) .....coirerinernicrnecineeincseeesstcssesessesessessseseeaes 50
3.2, MOdElOS ANIMAIS ....vurueeeiciicrecitcr ettt st s sttt sacseas 53
3.3. Perfusdo placentaria humana (EX-ViV0).........cccocveuriurimriunimruneunerneniiiescsessesesesssssennes 54
3.4. Avaliagao das concentragoes plasmatiCas........coceeceecereeuneurenerrencrneueeseseesesseessenessenes 55

4. ConSideragoes FINQIS ........ccccoeeeeeeieeereteeeeetetete ettt s s st s se e s s s sesesesesennanes 58

5. Referéncias Bibliograficas........ccccooveeuririeurinineeiricsiseecistce ettt 60

6. Anexo | - Método de perfusao placentaria realizado na Universidade de Toronto,
CaANAAA (60) ...ttt et taene 68



A. Relatorio de Estagio de
Farmacia Comunitaria

Farmacia Central

Dr.? Ana Maria Martins Rico



Relatério de Estdgio - Farmdcia Comunitdria

I. LISTA DE ABREVIATURAS

ANF — Associagao Nacional de Farmacias

FC — Farmacia Central

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P.
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

OF — Ordem dos Farmacéuticos

SNS — Sistema Nacional de Saude

SP — Saude Publica

SWOT - Streghs, Weaknesses, Opportunities, Threats
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|I. Introducao

O farmacéutico é o profissional de saldde especialista do medicamento que
desenvolve atividades que contribuem para a promocao da Saude Publica (SP), como prestar
informacgao e sensibilizar para o uso racional do medicamento (I).

A farmacia comunitaria tem como principal objetivo a cedéncia de medicamentos
com o menor risco e avaliagdo dos resultados clinicos obtidos (2).

O estagio curricular é essencial para a obtengao do grau de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas e para consolidar o conhecimento cientifico e técnico obtido.

O relatério é feito com base na metodologia de analise SWOT. Esta analise aborda
os pontos fortes e fracos, assim como as oportunidades e as ameagas sentidas (3) no estagio
de farmacia comunitaria, realizado na Farmacia Central (FC).

O estagio decorreu entre o dia 8 janeiro a 30 de abril de 2018 na FC, sob a
supervisao da Diretora Técnica Dr.* Ana Maria Martins Rico. Durante o estigio fui
acompanhada pela Diretora Técnica, pelo Dr. Guillaume Troéia, a Dr.* Alda Lindo, o Sr.
Victor Santos, Técnica de farmacia Andreia Pestana e pelas minhas colegas de estagio Sandra

Soeiro, Ana Baptista e Ana Penas.

*  Localizagao *  Manipulados
* Integragiao na equipa de trabalho *  Numero excessivo de estagiarios
*  Planificagao do estagio *  Stock reduzido e pouca diversidade de
*  Autonomia dermocosméticos
*  Organizagao por grupo farmacoldgico *  Robot
*  Contacto com o sistema informatico *  Dose unitaria
* Dispensa de medicamentos para
instituicoes

*  Medicamentos psicotropicos e
estupefacientes
*  Conferéncia e organizagio de

receitudrio

*  Consultas de nutrigao *  Grupo de farmacias

*  Determinagdo de parametros *  Contacto com diversas realidades
fisiologicos e bioquimicos *  Gerir conflitos

¢ Formagao continua * Intervir na organizagio da farmécia

* Aplicagio de conhecimentos *  Gestio de stock e prazos de validade
adquiridos

Conhecimento nas areas de dermocosmética,

peuricultura e veterinaria

*  Elevado nimero de farmacias

*  Falta de consulta de revisao da terapéutica e de
acompanhamento farmacoterapéutico

* Venda de MNSRM fora das farmacias

* Condigoes externas
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2. Anailise SWOT

2.1.Pontos Fortes

2.1.1. Localizacao

A FC é uma das mais antigas de Coimbra, localiza-se na Rua da Sofia, e ja existe neste
local desde 1830. A Rua da Sofia foi construida em 1535, na época uma das maiores Ruas da
Europa, e foi classificada como patrimoénio Mundial da UNESCO em 2013, juntamente com a
Universidade e a Alta de Coimbra (4). Atualmente, € uma das ruas mais movimentadas da
cidade devido ao aumento do turismo.

Apesar do comércio na baixa de Coimbra ter vindo a diminuir, os comerciantes
desta rua nao se tém acomodado. Prova disso foi a unido das mulheres trabalhadoras desta
rua na comemoragao do dia 8 de margo, dia internacional da Mulher. Neste dia, as mulheres
desta rua — incluindo as da FC — vestiram uma camisola com a frase “toda a Mulher é uma
rainha”, de forma a elucidar a populagao da quantidade de mulheres que nesta rua trabalham
e do seu esfor¢o por manter viva uma das ruas mais antigas e bonitas desta cidade.

A localizagao da farmacia permite ter contacto com turistas que se encontrem de
passagem, mas também com utentes regulares da FC, que constituem a maioria dos
habitantes da baixa. Além dos habitantes da baixa, a farmacia tem também clientes que
moram em areas da periferia e que se deslocavam a FC devido a auséncia de farmacias na
sua area de residéncia e pela deslocagao a Coimbra para tratar de outros assuntos. Os

utentes habituais sao principalmente idosos.

2.1.2. Integracdao na Equipa de Trabalho

A equipa da FC trabalha para um objetivo comum que € a prestagao de cuidados e
aconselhamentos em saude, cada vez melhores, aos seus utentes. Toda a equipa mostrou-se
sempre disponivel a responder a questoes, partilhar conhecimentos e novas ideias.

Desde o primeiro dia de estdgio que me senti integrada na equipa e que me foram
dadas tarefas e objetivos de acordo com as minhas competéncias. Assim como me foi
permitido progredir ao meu ritmo.

Na FC pude perceber o que é uma verdadeira equipa e espirito de entreajuda.

2.1.3. Planificacdao do Estagio
Apesar de nao existir um plano de estagio por escrito, este foi orientado de maneira
a assegurar o desenvolvimento gradual de conhecimentos e capacidades. Nas primeiras

semanas na FC estava encarregue de dar entrada de encomendas e de arrumar os
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medicamentos. Esta fungao permitiu ter uma nogao dos medicamentos mais dispensados, das
margens, local de armazenamento e nome comercial. Também revi mecanismos de agao,
grupos farmacoterapéuticos, indicagao terapéutica e posologia mais frequente.

Apos observar atendimentos da equipa da FC e assim que me senti preparada pude
prosseguir para o atendimento, acompanhada por um membro da equipa. As instrugoes dos
farmacéuticos foram fundamentais para evoluir e desenvolver um atendimento adequado a

cada utente.

2.1.4. Autonomia

Ao longo do estagio, a equipa da FC sempre promoveu a autonomia. No inicio do
desempenho de novas tarefas era feito um acompanhamento da minha atividade, contudo,
assim que sentiram que estava preparada, pude realizar tarefas autonomamente, tal como:
recegio de encomendas, armazenamento dos produtos farmacéuticos, atendimento e
organizagao da farmacia.

Nunca me foram impostos prazos de permanéncia em determinado setor e sempre
me foi permitido evoluir ao meu ritmo.

Considero que a autonomia dada pela equipa foi fundamental no meu processo de

aprendizagem.

2.1.5. Organizacao por Grupo Farmacologico

Na FC, contrariamente ao que acontece nas outras farmacias, a organizagao dos
medicamentos nas gavetas € feita por grupo farmacolégico e nao por ordem alfabética.

Este método mostrou-se vantajoso, uma vez que permitia associar o principio ativo e
o grupo farmacoterapéutico. Apesar de nos primeiros dias a arrumagao dos medicamentos
apos a recegao ter sido complicada pela falta de conhecimento de nomes comercias e por
esquecimento das indicagoes terapéuticas de alguns principios ativos, mais tarde, no
momento em que passei ao atendimento, revelou-se muito benéfica.

Quando surgiam duavidas do grupo farmacoterapéutico consultava o Prontuario

Terapéutico de 2010, o Infomed ou o Sifarma 2000®. Durante estas consultas ao Sifarma

® . - . T
2000, eu e a minha colega de estagio, constatamos que as gavetas indicadas neste programa

estavam desatualizadas, pelo que procedemos a alteragao da informagao da arrumagao de
todos os medicamentos das gavetas.
Os primeiros dias de estagio foram passados a ver o que se encontrava em cada

gaveta e a recordar conhecimentos adquiridos nas unidades curriculares de Farmacologia.
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Esta organizagao facilitou e tornou mais rapida a minha resposta quando questionada
pelos doentes se determinado medicamento para uma determinada patologia estava na
receita ou para que servia o medicamento em causa. Além disso, obrigava-me a refletir nas

patologias que o doente apresentava e possiveis interagoes medicamentosas entre grupos.

2.1.6. Contacto com o Sistema Informatico

O programa desenvolvido pela Glintt, Sifarma 2000®, € uma ferramenta de gestio e

atendimento (5) importantissima, pois permite a realizagao de diversas tarefas, como: gestao
do stock, criagao de fichas de utentes, vendas, encomendas, transferéncias, etc.

No atendimento, permite verificar o stock, posologia, reagoes adversas,
contraindicagoes, entre outras informagoes importantes. Este programa obriga a confirmar
os codigos no final da dispensa evitando assim erros humanos, tais como confusao entre
dosagens ou formas farmacéuticas. Este tipo de erro é comum devido a semelhancga entre os
acondicionamentos secundarios e traz problemas para o utente, bem como para a farmacia a
nivel de stock e financeiro.

Com este programa é possivel consultar vendas realizadas por produto, utente, data

e utilizador, assim como anular vendas ou reimprimir documentos.

2.1.7. Dispensa de Medicamentos para Instituicoes
A FC dispensa medicamentos para os utentes de um lar e de uma unidade de
cuidados continuados.

A dispensa de medicamentos a esta instituicdo permitiu, numa fase inicial do estagio,

. e~ . ® ~ .
praticar a utilizagao do Sifarma 2000 sem a pressao exercida pela presenga do utente.

2.1.8. Medicamentos Psicotropicos e Estupefacientes

Os medicamentos psicotrépicos e estupefacientes sao substancias extremamente
importantes na terapéutica de doengas psiquidtricas, oncoldgicas ou como antitUssicos e
analgésicos, uma vez que atuam sobre o sistema nervoso central e o deprimem ou
estimulam. No entanto, estao muitas vezes associados a atos ilicitos, visto que estas
substancias podem induzir habituagao e dependéncia fisica ou psiquica (6).

No estagio tive oportunidade de dispensar e de contactar com o controlo realizado a
dispensa destes medicamentos.

Fui alertada para os pontos fundamentais na dispensa destes medicamentos que sao:

a identificagao do médico (nome e nimero da ordem), niUmero da receita, identificagio do

6
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medicamento dispensado (nome e numero de registo), quantidade dispensada, informagao
do doente (nome, morada), do adquirente (nome, morada, numero e data de validade do
cartao de identificagao, data de nascimento), fotocépia da receita quando esta é manual e
guardar o documento de psicotropicos.

Em 2015, na circular informativa N.° 166/CD/100.20.200 emitida pelo INFARMED,
I.P. com o objetivo de harmonizar a forma e frequéncia de envio das informagoes relativas
aos psicotropicos e estupefacientes, foi estabelecido que a farmacia devia enviar as cépias
das receitas manuais e as listas das receitas dispensadas, por email mensalmente até dia 8, e
que, anualmente, até dia 3| de janeiro tem de ser enviado o registo das entradas e saidas, os
totais armazenados e os utilizados durante o ano, bem como qualquer diferenga,
relativamente aos registos anteriores (7).

Também pude, observar a conferéncia dos documentos de registo de estupefacientes

e psicotropicos e ao seu envio mensal (8).

2.1.9. Conferéncia e Organizacdao de Receituario

Pude proceder ao processamento do receitudrio, sob supervisio, ai aprendi a
verificar os planos, as excegdes, nimero de beneficiario, assinatura do médico, utente e
farmacéutico, data de prescricao e de dispensa, carimbo da farmacia e conformidade dos
medicamentos prescritos/cedidos. Posteriormente, procedeu-se a organizagao dos lotes, de
modo a facilitar o fecho dos mesmos.

Também aprendi a realizar o fecho dos lotes, que é efetuado no Ultimo dia de cada
més, e que é posteriormente enviado para o Centro de conferéncia de faturas do Sistema

Nacional de Satde (SNS).

2.1.10. Consultas de Nutricdao

A FC dispoem de consultas de nutricao da Dieta EasySlim, que tem como objetivo o
combate ao excesso de peso e a obesidade. As consultas eram realizadas por uma
nutricionista todas as semanas de forma a reeducar os habitos alimentares.

Esta dieta é constituida por 3 fases. A primeira fase consiste num emagrecimento
acelerado. Nesta fase ha indugao/aceleragio do metabolismo para queimar as gorduras. A
segunda fase consiste num emagrecimento continuado até esgotar as reservas de gordura.
Na terceira fase, ha gestio e manutengao do peso ideal. Esta dieta inclui a toma de
suplementos alimentares para compensar os défices nutricionais da restricao alimentar e

para promover a perda de peso (9).
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A nutricionista, explicou-nos quem era o publico-alvo, as fases do programa e os

produtos disponiveis para auxiliar e promover a perda de peso.

2.1.11. Determinacdao dos Parametros Fisiologicos e Bioquimicos

Os parametros bioquimicos e fisiologicos determinados na FC s3o: glicémia,
colesterol total e pressao arterial. A equipa orientou-me na medigao destes parametros € no
aconselhamento aos doentes, de acordo com os valores obtidos. Alertou-me também para a
necessidade de sensibilizar a populagao para a importancia da determinagao destes valores e
para a necessidade de fazer perguntas como: “toma medicagao?”, “que medicagao toma?”,
“ha quanto tempo toma?” e “os valores obtidos sio semelhantes aos obtidos na ultima
medicao?”.

A determinagao destes parametros permitiu melhorar a minha destreza na realizagao
destas medicoes, técnicas de comunicagao e realizar um aconselhamento farmacéutico

dirigido.

2.1.12. Formacao Continua

O farmacéutico deve, de forma a fazer cada vez mais e melhor pela SP, realizar uma
aprendizagem continua. A formagao continua foi claramente um ponto forte do meu estagio.
Esta foi feita tanto pela equipa da FC como pela participagao em formagoes creditadas pela
Ordem dos Farmacéuticos (OF) ou por delegados de informagao médica. Tive oportunidade
de frequentar as seguintes formagoes: a “Deficiéncia do Selénio em Portugal” e
“Suplementos Alimentares”, promovidas pela PharmaNord; “Farmacia e aconselhamento a
mulher no atendimento”, promovida pela Gedeon Richter; “Psoriase”, promovida pela Leo
Pharma. Estas formagdes permitiram-me conhecer novos produtos e gamas, assim como

aconselhamento a prestar na dispensa destes produtos de saude.

2.1.13. Aplicagdo dos Conhecimentos Adquiridos na Faculdade
O estagio na FC foi o segundo contacto que tive com a profissao de farmacéutico de
oficina e permitiu-me recordar e aplicar os conceitos tedricos da faculdade em contexto

pratico no momento do atendimento.
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2.2.Pontos Fracos

2.2.1. Manipulados

Os medicamentos manipulados podem ser considerados, formulas magistrais quando
preparados de acordo com uma receita médica especifica para o doente a que se destina, ou
preparados oficinais quando o medicamento é preparado de acordo com uma farmacopeia
ou formulario (10).
A FC nao possui as condi¢oes adequadas para proceder a elaboragao de manipulados. Essas
condi¢oes estao definidas na Portaria n° 594/2004, de 2 de Junho e na Deliberagao n°
1500/2004, 7 de Dezembro. No estagio nao foi possivel rever e por em pratica os

conhecimentos adquiridos na unidade curricular de Farmacia Galénica.

2.2.2. Numero Excessivo de Estagiarios

A FC, no periodo de janeiro a abril, recebeu quatro estagiarias. Duas no periodo de
janeiro-abril, uma com inicio em margo e outra em abril.

Apesar de considerar que a partilha de conhecimentos e de experiéncias com outras
estagiarias durante o estagio tenha sido uma mais-valia, por vezes existiam tempos mortos e
falta de espago na FC, quer para circular quer para realizar atendimentos. Considero que o
meu estagio foi mais proveitoso no inicio, em que apenas éramos duas estagiarias, porque a

atengao dispensada pela equipa era superior, assim como o tempo ao balcao.

2.2.3. Stock Reduzido e Pouca Diversidade de Dermocosméticos

A FC possui um stock reduzido tendo muitas vezes necessidade de pedir emprestado
a outra farmacia, transferir produtos entre as farmacias do grupo e jogar com o horario de
entrega das encomendas de forma a responder as necessidades dos clientes o mais rapido
possivel.

Os clientes da FC sao sobretudo pessoas idosas, pelo que a rotagao dos produtos de
dermocosmética é reduzida e a FC nao dispoem de gamas completas. Apesar disso, a FC
reapostou na marca B-lift, uma vez que esta apresenta produtos de elevada qualidade e nao é
vendida pelas farmacias envolventes. No estagio, tive oportunidade de ter uma formacgao
sobre os produtos desta marca, na qual foi explicada a acao exercida pelos constituintes,

bem como os produtos aconselhaveis de acordo com o tipo de pele.
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2.2.4. Robot

O robot é um sistema automatizado que substitui as gavetas e permite reduzir o
espago de armazenamento (I 1). Uma vez que a FC possui um stock e uma rotagao reduzida
nao ha necessidade de adquirir um robot.

Considerei como ponto fraco porque nunca tive oportunidade de contactar com a
realidade de ter um robot, que considero que tera certas nuances, quer no momento da

recegao de encomendas quer no atendimento.

2.2.5. Dose Unitaria

Na FC nao é preparada a medicagao em dose unitaria, que consiste em colocar numa
caixa ou recipiente os medicamentos separados por dia e hora de toma. Neste servigo, o
farmacéutico tem de garantir a conservagao, de forma a que se garanta a integridade,
qualidade, eficacia e seguranca (2). Este servico poderia ser uma mais-valia quer para a FC
enquanto fator distintivo e de fidelizagao dos clientes quer para os utentes de forma a
promover a adesao a terapéutica e evitar erros de duplicagio da dose. Este servigo seria
também vantajoso para a FC pelo facto de a sua populagiao ser envelhecida. Durante o
estagio pude ver que a FC deseja contemplar este servigo e que apenas falta investir nos

materiais e condigoes necessarias para cumprir as Boas Praticas Farmacéuticas.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Grupo de Farmacias

A FC pertence a um grupo constituido por mais duas farmacias. Este grupo fazia
transferéncias de medicamentos e de outros produtos de salde entre as diversas farmacias.
Isto era vantajoso quando os medicamentos se encontravam esgotados nos armazenistas
mas alguma das farmdcias ainda possuia em stock, pois as transferéncias permitiam dar uma
resposta mais rapida aos nossos utentes. Para além disso, o facto de pertencer a um grupo
de farmacias também traz vantagens economicas, pois permitia comprar em maior

quantidade e depois distribuir pelas farmacias.

2.3.2. Contacto com Diversas Realidades

Neste estagio, tive a oportunidade de contactar com realidades diversas, o que me
permitiu crescer a nivel profissional e pessoal. Sensibilizou-me para a realidade vivida em
Portugal, que é uma populagao envelhecida, com multiplas patologias e dificuldades

economicas.
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Permitiu-me também contactar com pessoas toxicodependentes e perceber que esta
realidade esta bem perto.
Para além disso, o contacto permanente com pessoas com diferentes niveis de

escolaridade permitiu-me desenvolver capacidades para adaptar a minha comunicagao verbal.

2.3.3. Gerir Conflitos

A farmacia de oficina é um local de atendimento e aconselhamento ao publico, pelo
que muitas vezes surgem conflitos que o farmacéutico tem de resolver da melhor maneira
possivel. Os conflitos mais comuns na FC foram devido as receitas sem papel por faléncia do
sistema, mas também devido a problemas de stock, como nao ter o medicamento prescrito
ou auséncia do genérico com o prego mais barato que vem indicado nas guias de
tratamento.

Apesar de as receitas sem papel apresentarem vantagens para o doente como:
poder optar por aviar todos os produtos prescritos, ou apenas parte deles, sendo possivel
levantar os restantes em diferentes farmacias e em datas distintas; assim como para a
farmacia: nao necessitam de conferéncia de receituario (12).

As receitas sem papel apresentam algumas desvantagens. Exemplo disso é que,
quando estas sao enviadas por SMS, a informagao prestada ao utente é reduzida, uma vez

que nao consta o que esta prescrito, quantidade e validade da prescricao sem abrir a receita

. ® . .
no Sifarma 2000 , pelo que acaba por gerar conflitos porque muitas vezes as pessoas

pensam que ainda tem produtos de saide na receita por aviar ou que ainda esta dentro da
validade e nao estd. O maior problema das receitas sem papel é quando o sistema de
receitas eletronicas falha, o que torna impossivel dispensar e os utentes siao pouco
compreensivos a esta situagao. O farmacéutico, nestas situagoes, tem de explicar, apelar a
compreensao dos utentes e arranjar uma solugao para este problema. Apesar de considerar
proveitosa a implementagao deste tipo de receitas, penso que tém de ser reunidos esforgos
para que as falhas do sistema sejam cada vez menos frequentes.

A tentativa de aquisicdo de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM),
principalmente antibioticos e benzodiazepinas sem receita gerava muitas vezes conflitos em

que o farmacéutico tinha de apelar ao bom senso do utente e sugerir alternativas.

2.3.4. Intervir na Organizacdo da Farmacia
A equipa da FC fez o desafio de apresentarmos uma proposta para alterar a

organizagao dos produtos dispostos, nos lineares da farmacia. Para cumprir este desafio foi-
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nos aconselhado ler o guia da Associagao Nacional de Farmacias (ANF). Apos a leitura deste
e de refletir sobre a possivel adaptagao da teoria a realidade da FC, apresentamos a
proposta e a justificagdo das nossas decisoes a equipa da FC.

Esta intervencao foi claramente uma oportunidade, porque para além de nos
incentivar a ser autdbnomas e pro-ativas, sentimos que faziamos realmente parte da equipa e

que a nossa opiniao era relevante.

2.3.5. Gestdo de Stock e Prazos de Validade

Fui incentivada a desenvolver espirito critico através de questoes sobre quais os
produtos de salude que sofriam maior rotacao em determinadas alturas do ano, noites de
servico e festividades.

Tive oportunidade de ver e posteriormente realizar encomendas didrias e de
perceber a necessidade de verificar a rotatividade dos produtos e de estabelecer o stock
maximo e minimo e adapta-lo a realidade da farmacia. Assim como, a importancia de
verificar se determinado produto tinha alguma condigao especial num dos fornecedores, de
forma a rentabilizar o lucro obtido com a venda destes.

A FC trabalha com trés fornecedores que fazem duas entregas diarias. Como a FC
tem um espago de armazenamento pequeno, nem sempre tinhamos os produtos ou a
quantidade que o cliente necessitava. Como tal, fui orientada de maneira a verificar a
disponibilidade do fornecedor, encomendar, realizar a reserva dos produtos solicitados e
entregar o talao da reserva ao cliente para que este pudesse posteriormente levantar os
produtos.

No entanto, penso que poderiam ser implementadas medidas na gestao das reservas,
como ligar ou enviar mensagem ao cliente a informar que a sua reserva ja tinha chegado,
organizar as reservas do cliente por ordem alfabética e separar as reservas por tempo com
coédigo de cores, em que o verde seria reservas com uma semana, amarelo reservas com 2
semanas e vermelho reservas com 3 semanas.

A gestao dos prazos de validade, era feita todos os meses, com o intuito de sinalizar
todos os produtos cuja validade expirava dentro de 6 meses e eram retirados os
medicamentos cuja validade expirava no més seguinte e os produtos veterinarios e com
protocolo para diabetes cuja validade expirava dentro de 6 meses. Os produtos indicados
anteriormente eram devolvidos ao fornecedor ou ao laboratério. No caso de serem
devolvidos por estes, iam para quebras, constituindo perdas financeiras para a farmacia.

Também fui alertada para o principio first in first out, assim como para a necessidade de

12
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alterar os prazos de validade no momento da rece¢ao de encomendas, quando nao tinhamos
o produto em stock ou quando a validade era inferior a indicada no sistema.
A gestao do stock e dos prazos de validade é importante para evitar perdas

financeiras e a dispensa de medicamentos em fim de validade.

2.4. Ameacgas
2.4.1. Conhecimento nas Areas de Dermocosmética, Puericultura,
Veterinaria
Durante o estagio, constatei que apresento lacunas de conhecimento em
aconselhamento em dermocosmética, puericultura e veterinaria. Considero que o plano de
estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) necessita de ser revisto
de forma a fornecer mais bases para facilitar o aconselhamento nestas areas. Penso que a

resolucao de casos clinicos seria vantajoso.

2.4.2. Elevado Numero de Farmacias

O elevado niimero de farmacias ao redor da FC constitui uma ameaga, visto que
quando uma nao possui determinado produto de salde as pessoas deslocam-se a outra a
procura do mesmo, assim como quando uma farmacia tem todos os balcoes de atendimento

ocupados.

243. Falta de Consulta de Revisaio da Terapéutica e de
Acompanhamento Farmacoterapéutico
Na FC nao siao realizadas consultas de revisio da terapéutica nem de

acompanhamento farmacoterapéutico. Além disso, nao sao utilizadas as funcionalidades do

Sifarma 2000° para guardar dados de parametros fisicos e bioquimicos.

Considero que a implementagao destas medidas seria benéfico para a FC, uma vez
que poderia levar a fidelizagdo de clientes e ser um fator distintivo das farmacias
envolventes. Este servico também iria permitir estabelecer uma relagdo mais estreita com

outros profissionais de salde como médicos.

2.4.4. Venda de MNSRM fora das farmacias
Segundo o Decreto-Lei n.° 134/2005, de |6 de agosto, os medicamentos nao sujeitos
a receita médica (MNSRM) podem ser vendidos em locais que cumpram os requisitos legais

e regulamentares apos registo no INFARMED, I.P. .
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A implementacao da liberalizagao da venda de MNSRM tinha como objetivo facilitar o
acesso ao medicamento. No entanto, esta medida tem impacto quer para as farmacias
comunitarias quer para a SP, uma vez que esta medida incentiva a automedicagao (13).

A FC é afetada por esta medida, pois existem 2 locais de venda de MNSRM a uma
distancia de 250 metros.

De forma a contrariar a banalizagdo da venda de MNSRM, surge uma lista de
MNSRM que apenas podem ser dispensados na farmacia como acetato de ulipristal, acido
acetilsalicilico, acido fusidico, entre outros (14).

Na FC fiz aconselhamento a uma jovem de cerca de 20 anos que entrou na farmacia
com ar preocupado, pediu-me a pilula do dia seguinte e eu fiz um conjunto de questoes para
avaliar a necessidade desta recorrer a contracecao de emergéncia: “quando foi a ultima
menstruagao?”’; “ha quantas horas tinha sido a relagao sexualmente desprotegida?”’. A jovem
respondeu-me que tinha tido o periodo ha sensivelmente uma semana, que nao se
encontrava a tomar a pilula ou utilizar outro método contracetivo e que a relagao sexual
tinha ocorrido ha pelo menos de 36 horas. Apos avaliar a situagao, dispensei-lhe a pilula
contendo 30 mg de acetato de ulipristal (ellaOne) com os seguintes alertas: de que a pilula
do dia seguinte nao é para ser usada como método contracetivo, que se era sexualmente
ativa deveria ter sempre relagoes protegidas, ndo so pelo facto de poder ter uma gravidez
indesejada como também pelo risco de contrair doengas sexualmente transmissiveis e ir a
uma consulta de planeamento familiar, de forma a encontrar o método mais eficaz para ela;
que se vomitar ou tiver diarreia até 3 horas apds a toma, deve tomar outro comprimido e

que € normal que a hemorragia surja mais tarde ou mais cedo que o habitual.

2.4.5. Condicoes Externas

Apesar das vantagens da localizagao descritas anteriormente, esta apresenta como
inconveniente a auséncia de estacionamento nas proximidades da farmacia e, por isso, a
maioria dos utentes da farmacia desloca-se a pé ou de transportes publicos. Outro
inconveniente é derivado da necessidade de ter as portas abertas para promover a entrada
de clientes, que faz com que o ruido proveniente da rua dificulte a comunicagdo com os
utentes e faga com que a FC nem sempre tenha um ambiente calmo, que é um dos

requisitos do Manual das Boas Praticas Farmacéuticas para a Farmacia Comunitaria da OF

(2).
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3. Conclusao

O Estagio Curricular realizado na FC superou as minhas expetativas e contribuiu
para a minha formagao profissional e pessoal. Considero que a realizagdo deste ¢é
imprescindivel para colocar em pratica os conteldos lecionados no MICF e para ter
contacto com a realidade de farmacéutico de oficina. Além disso, o estagio permitiu-me
adquirir novos conhecimentos que poderei aplicar no futuro.

O farmacéutico, para além de conhecimentos cientificos na area do medicamento,
necessita de conhecimentos de muitas outras areas, tais como gestiao, economia, legislagao,
informatica e psicologia.

Verifiquei que os doentes muitas vezes antes de recorrerem ao médico deslocam-se
a farmacia para avaliar se a situagao justifica a ida ao médico. Foram varias as vezes em que
encaminhamos doentes para as urgéncias.

No entanto, também senti que as vezes a nossa profissao nao era valorizada, como
por exemplo um senhor que queria Levofloxacina sem receita e que tomava um comprimido
por precaugao. Apos lhe ter explicado que sé poderia dispensar um antibiético com receita
médica e que o que fazia era errado e levava a um grande problema de SP que ¢ a resisténcia
bacteriana, este afirmou que ja o fazia ha muito tempo e que ele é que sabia o que era
melhor para ele.

Considero que o futuro da profissio estd nas maos dos farmacéuticos,
principalmente dos jovens como eu, que precisam de mostrar a populagdo que esta classe é
essencial na promocgao da saude.

Concluo o estagio com a certeza de que ha muito a aperfeicoar no futuro e muitos
conhecimentos a adquirir de forma a proporcionar o melhor atendimento e aconselhamento

ao doente.
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I. LISTA DE ABREVIATURAS

BPF — Boas Praticas Farmacéuticas

BPL — Boas Praticas de Laboratorio

CQ - Controlo de Qualidade

CV — Coeficiente de Variacao

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
HPLC — High performance liquid chromatography

ISO — International Organization for Standardization

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MP — Matérias-primas

OOS - Out-of-specification

PA — Produto Acabado

SV — Desvio Padrao

SWOT - Streghs, Weaknesses, Opportunities, Threats
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|I. Introducao

O estagio curricular na Indastria Farmacéutica Farmalabor teve inicio no dia 3 de
maio de 2018 e findou no dia 27 de julho de 2018.

A Farmalabor é uma industria farmacéutica que pertence ao grupo Medinfar,
localizada na zona industrial de Condeixa-a-Nova. Esta unidade industrial opera
principalmente em regime de outsourcing, também conhecido por contract manufacturing ().

A unidade industrial produz formulagoes sdlidas, liquidas e pastosas nao estéreis,
desde medicamentos a suplementos alimentares e a produtos cosméticos para consumo
nacional e internacional (I).

A Farmalabor apresenta como vantagens o facto de ser um fabricante moderno,
dindmico, altamente competitivo e de possuir tecnologia sofisticada. A tripla certificagao
(1ISO9001, 1SO14001 e OHSASI8001) que garante a confianga na qualidade, seguranga e
ambiente e o cumprimento das Boas praticas Farmacéuticas (BPF) e das Boas Praticas de
Laboratorio (BPL), tem como finalidade atingir o principal objetivo da empresa que consiste
na melhoria continua da qualidade dos produtos e servigos a fim de satisfazer os clientes
tendo em conta a responsabilidade social (1).

Durante o periodo de estagio na Farmalabor, estive integrada no setor de Controlo
de Qualidade (CQ).

Este relatorio consiste numa andlise SWOT, em que sao abordados os pontos fortes

e fracos, assim como as oportunidades e as ameagas sentidas durante a realizagao do estagio

Q).

Rececio e planeamento do estagio *  Manuseamento de HPLC
«  Formacio sobre ambiente e *  Estagio em outras areas do CQ

seguranga *  Curta duragao do estagio

*  Equipa

*  Boas praticas laboratoriais

*  Formacio sobre substancias de
referéncia e reagentes

*  Formagio de como atuar em caso de »  Estagio em IndUstria farmacéutica
resultados OOS *  Grupo Medinfar

*  Matérias-primas *  Estigio em CQ

¢ Produto acabado «  Desenvolvimento de capacidades

*  Aplicagao de conhecimentos .  Auditorias

*  Outros profissionais
*  Novos mercados
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2. Anailise SWOT

2.1.Pontos Fortes

2.1.1. Recegao e Planeamento do Estagio

Fomos recebidos na Farmalabor pela Diretora dos Recursos Humanos do Grupo
Medinfar, que nos fez uma breve apresentagao da empresa e dos objetivos desta. Realizamos
uma entrevista de grupo que permitiu selecionar qual seria o setor mais adequado ao nosso
perfil. Esta rececao penso que foi uma mais-valia, uma vez que nos prepara para o mundo do
trabalho e para a possibilidade de ter de realizar entrevistas de grupo.

Posteriormente, a Dr.? Sonia Heleno, Diretora técnica da unidade industrial,
mostrou-nos as instalagbes da industria, desde a produgao de solidos, liquidos e
semissélidos, acondicionamento e controlo de qualidade. Esta visita permitiu-me ter uma
visao geral do que se faz em cada setor, bem como a localizagao de cada um. Possibilitou-
nos, ainda, conhecer as medidas de protegao de contaminagao presentes na produgao, como
o vestuario e a existéncia de diferencial de pressao (de 5 a 20 Pa), sendo as zonas limpas as
que apresentam maior pressao, de forma a que o fluxo de ar circule da zona limpa para a
zona menos limpa e nao o contrario.

Os primeiros dias foram passados a familiarizar-me com o sistema de documentagao
da Farmalabor, através da leitura de procedimentos e de documentos internos.

Antes de iniciar o meu estagio no laboratério de CQ, estive 3 semanas a atualizar
tabelas de estabilidades e s6 posteriormente passei para o laboratério, onde estive 2

semanas no produto acabado (PA) e o restante nas matérias-primas (MP).

2.1.2. Formacdo sobre Ambiente e Seguranca

Com o intuito de adotar os principios da protecao do ambiente, prevenciao da
poluicao e uso sustentavel de recursos, assim como medidas para prevenir os riscos
profissionais e ambientais, foi-nos dada uma formagao sobre ambiente e seguranga, pelas
responsaveis destes setores. Nesta formagao foram-nos explicados os riscos laborais de
cada uma das areas.

No CQ, as medidas de higiene, salde, seguranga e ambiente tém como objetivo
evitar contaminagoes, incidentes e doengas de trabalho. Os fatores de risco sao fisicos,
quimicos e biolégicos. Como dispositivos de prevengao, foram fornecidos pela empresa
vestuario, éculos e mascara com filtros. Regras como apanhar o cabelo; lavar as maos depois
de terminar; nao fumar/comer/beber; usar aerossois nas hottes sao também imprescindiveis
no Laboratério de CQ. Na Farmalabor nao sao manuseadas preparagoes bioldgicas,

citostaticos e hormonas.
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Nos computadores do CQ era possivel aceder as fichas de dados de seguranga dos
produtos manuseados e com a leitura destas, nomeadamente do ponto 8, era possivel saber
os riscos a que estadvamos sujeitos e medidas a tomar para nos proteger a nés proprios e
aos que nos rodeiam.
O laboratério de CQ esta equipado com equipamentos de emergéncia como lava-
olhos, chuveiro, extintores de dioxido de carbono e espuma, manta de extingao, caixa de

primeiros socorros, entre outros, na eventualidade de algum acidente ocorrer.

2.1.3. Equipa

A equipa do CQ é multidisciplinar e altamente qualificada. Apesar de esta estar
dividida em material de acondicionamento, laboratorio fisico-quimico (analisa MP e PA),
microbiologia e controlo em processo é notdério um grande espirito de entreajuda e
cooperagao.

A disponibilidade e simpatia demonstradas pelos colaboradores, em especial pelos
membros da equipa do CQ, foram fundamentais para que melhor pudesse compreender e
integrar a equipa e me sentisse confortavel e motivada a desenvolver as minhas atividades.

A equipa mostrou-se sempre disponivel para me auxiliar e esclarecer as duvidas que
surgiam durante a realizagao dos procedimentos ou o contacto com equipamentos. O fato
de ter passado pelos setores da MP e pelo PA permitiu-me conhecer melhor diferentes
elementos da equipa.

A equipa liderada pela Dr.* Carla Cristina Albano Dias Paiva é composta pela Eng.?
Olga Santos, Eng.* Ana Silva e Eng.® Cidalia Fernandes, por Patricia Jesus, pelos técnicos
analistas das MP: Isabel Querido, Diana Silva, Catia Pinto e Ana Rita Oliveira, pelos analistas
do PA: Ana Sargento, Elisabete Ribeiro, Eduardo Branco, Isabel Travasso, Catia Sequeira e
Carlos Santana e pela responsavel da limpeza do material de laboratério, Berta Batista.

Considero que a equipa do CQ foi fulcral para o sucesso do meu estagio, pois
receberam e integraram-me, assim como também se mostraram sempre disponiveis em me
ensinar de forma a que pudesse enriquecer os meus conhecimentos. Foi um privilégio ter

feito parte desta equipa durante 3 meses.

2.1.4. Boas Praticas Laboratoriais
Apesar de no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) termos tido
contacto com as BPL na unidade curricular de Gestao a Garantia da Qualidade, penso que

este estagio permitiu-me compreender a importancia destas e aplica-las.
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Exemplo disso é a necessidade de no laboratério estar tudo devidamente
documentado e validado, desde procedimentos, a preparagao de solugoes, utilizagao de
reagentes, entre outros (3).
A utilizagao e calibragao dos equipamentos sao documentadas em logbooks, que sao
livros de registos ordenados cronologicamente e que definem o historico de utilizagao,

permitindo rastrear.

2.1.5. Formacao sobre substancias de Referéncia e reagentes

No inicio do estagio tive formagao sobre substancias de referéncia e reagentes, que
sao essenciais quer para o fabrico quer no CQ.

Relativamente aos padroes, existem 4 tipos:

* Padrao de Referéncia - usado como padrao em doseamento, identificagao e pesquisa
de impurezas.

* Padrao Primario — padrao que apresenta propriedades adequadas para o uso
pretendido, em que a demonstragao da adequagao nao é feita por comparagao com
um padrao existente.

* Padrao Secundario — preparado em comparagao com o padrao |°.

* Padrao de Trabalho — preparado em comparagao com o padrao 2° ou nao esta
descrito na farmacopeia.

Fui alertada para a necessidade de colocar a data de abertura, assinatura e guardar no
local apropriado. Estes podem ser guardados em excicador quando tem de ser armazenados
a temperatura ambiente, em local fresco ou seco e no frigorifico (2 a 8°C), quando tem de
ser armazenado no frio. Os padroes de psicotropicos encontram-se segregados.

Relativamente aos reagentes fui alertada para os perigos e necessidade de consultar a
ficha de seguranca, o modo como estio dispostos (acidos, bases, inflamaveis, solugoes
reagente, solugoes aferidas,...) e a validade. A validade é de 2 meses para solugoes tampao, 3
meses para solugoes tituladas e 6 meses para solugoes reagente.

Esta formagao foi importante porque num laboratério de CQ nao se trabalha sem

usar reagentes e padroes.

2.1.6. Formacao sobre como atuar em caso de resultados OOS

O termo out-of-specification (OOS) aplica-se a todos os testes de laboratorio em
processos que estio fora das especificagoes estabelecidas (4). No inicio do estagio, fui
alertada para a possibilidade de haver resultados fora de especificagio e de como atuar

quando ocorre um OOS. No caso deste ocorrer & necessario investigar o porqué do
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resultado estar fora do limite de especificagao, de forma a determinar a causa e, se possivel,
exercer uma agao corretiva. Os resultados OOS podem ocorrer nas MP, produto
intermédio, PA e testes de estabilidade.
A adequabilidade analitica no laboratério de CQ é analisada através do coeficiente de
variagao (CV) e do desvio-padrao (SD). O CV entre duas preparagoes de solugao padrao e

solucio amostra tem de ser inferior a 2%.

2.1.7. Matérias Primas

Matéria-prima é qualquer substancia, ativa ou nao, empregue na producao de um
medicamento, quer permanega inalteravel quer se modifique ou desaparega no decurso do
processo (5).

O estagio de CQ permitiu-me compreender o processo que uma MP sofre desde
que chega a industria farmacéutica.

As matérias-primas sao rececionadas no armazém e aguardam num local até sua
verificagdo. Aquando da rececao do lote pelo armazém é criado informaticamente um
numero de lote interno, este estd associado a um ndmero de item permitindo assim a
identificagdo do produto. Apos a criagao do numero de item, é emitido o certificado de
analise que é acompanhado pelo certificado de analise do fabricante.

As amostras chegam ao laboratério identificadas (nome, lote interno, etc.) e sao
submetidas a andlise consoante a prioridade, sendo que esta pode ser completa ou reduzida.

No final da andlise, o boletim analitico do lote esta preenchido com os resultados
obtidos e é acompanhado pelos documentos de suporte.

O certificado de andlise preenchido juntamente com toda a informagao da analise do
lote é submetido a apreciagao da técnica responsavel das MP e da responsavel do CQ, para

posterior aprovagao.

2.1.8. Produto acabado

No PA sao analisadas também misturas e o produto a granel (semiacabado). Designa-
se por PA o medicamento que ja passou por todas as fases de preparagao, incluindo o seu
acondicionamento na embalagem final. Enquanto que o produto semiacabado é obtido apos
as diferentes etapas de preparagao da forma farmacéutica, antes de este ser acondicionado e
rotulado (5).

O PA é retido pelo periodo da validade mais um ano e da documentagao por 10

anos.
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Este estagio, para além de me ter permitido compreender o processo de andlise do
produto acabado, permitiu também contactar com diferentes procedimentos. Tive
oportunidade de fazer analises em diferentes formas farmacéuticas: a cremes, geles,

comprimidos e ampolas.

2.1.9. Aplicacdo de conhecimentos tedricos e praticos

A realizagao deste estagio permitiu-me aplicar conhecimentos tanto tedricos como
praticos, obtidos durante o curso de MICF.

Na andlise de MP, realizei andlises como medicao de pH por potenciometria,
titulagdes manuais (doseamentos, determinagao da acidez ou alcalinidade), densidades
relativas, reagoes de identificagao, entre outras metodologias com que ja tinha contactado
antes. No entanto, tive também oportunidade de contactar com metodologias que tinha
estudado teoricamente, mas com as quais nao tinha tido contacto pratico, designadamente
espectros de infravermelho, que aprendi a analisar nas aulas de Quimica Farmacéutica | e II.

No PA, tive oportunidade de preparar solugdes padrao e de amostra para fazer
doseamentos, determinagao de impurezas, uniformidade de conteudo por High performance
liquid chromatography (HPLC) ou por espectroscopia de ultravioleta, fazer placas de
cromatografia em camada fina, entre outras.

Considero que os conhecimentos obtidos nas unidades curriculares de Quimica
Analitica, Quimica Organica (I e Il), Tecnologia Farmacéutica (I, Il e lll) e Métodos
Instrumentais e de Andlise, juntamente com o acompanhamento e explicacdo dos analistas

de CQ, fizeram com que me tornasse autbnoma com o decorrer do estagio.

2.2.Pontos Fracos

2.2.1. Manuseamento do HPLC

O HPLC tem como principais objetivos identificar, quantificar e purificar os
componentes individuais presentes numa mistura. Esta técnica apresenta um papel cada vez
mais importante (6).

Durante a realizagao deste estagio, aprendi a executar de forma independente uma
grande variedade de técnicas, com exce¢ao do HPLC que, pela sua complexidade, exigia
destreza do analista. No entanto, a equipa do CQ explicou-me todos os passos fundamentais
na sua execugao: preparagao da fase movel, escolha da coluna, montagem da coluna, retirar

bolhas de ar aprisionadas, estabilizar a pressao, filtrar amostras, etc.
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2.2.2. Estagio em outras areas do CQ
Durante o estagio, nao tive oportunidade de acompanhar as atividades realizadas em

areas de CQ, como microbiologia, material de acondicionamento e controlo em processo.

2.2.3. Curta durac¢do do estagio

A curta duragao do estagio fez com que nao fosse possivel trabalhar em outras areas
do CQ. Além disso, senti que o estagio terminou no momento em que me comecei a sentir
autonoma e independente. Considero que, com o tempo de estigio que tive, ¢é
compreensivel que nao tivesse contacto com as outras areas, pois so assim consegui adquirir

os conhecimentos e a pratica que adquiri nas tarefas que realizei.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Estagio em Industria Farmacéutica
A industria farmacéutica é uma area de forte crescimento, onde os farmacéuticos
podem estar presentes nos diversos departamentos, desde a produgao, CQ, gestio da
qualidade, investigagao e desenvolvimento e assuntos regulamentares. Na Farmalabor, nao

estao presentes estas duas ultimas areas, mas sim na Medinfar, em Lisboa.

2.3.2. Pertence ao Grupo Medinfar
A Farmalabor pertence ao grupo Medinfiar, que foi fundado em 1970. E de capital
100% Portugués e tem sede em Lisboa. Apresenta outras 5 unidades de negécio (7):
* FARMA - que desenvolve medicamentos de prescrigao, principalmente nas areas
respiratoria, dermatologia, diabetes e obesidade.
* Genéricos Portugueses — disponibiliza aos utentes uma panoplia de medicamentos
genéricos de diversas areas terapéuticas.

* Medinfar Consumer Health — focada no desenvolvimento e comercializagio de

MNSRM e outros produtos de salde para a tosse/constipagao (ex. Tussican®),
~ L ® . . ® . .
protegao gastrica (ex. Proton™ 20 mg), analgésicos (ex. Trifene ), vitaminas (ex.

Magnoral®) e cuidados com a pele.

* Medinfar Serolégico — esta unidade oferece um vasto leque de produtos para uso

veterinario, tais como farmacos, equipamentos e vacinas.

e DVINE — Marca de cosmeética focada no antienvelhecimento.
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O Grupo Medinfar aposta na internacionalizagao e globalizagao, estando atualmente
presente em mais de 50 paises. Apresenta também uma filial em Marrocos (8).

Considero que estagiar na Farmalabor foi uma grande oportunidade, pois o facto de
esta unidade fabril pertencer a este grupo nacional da visibilidade, ainda para mais este grupo
detém produtos de exceléncia como o Halibut Derma bebé que foi eleito escolha do
consumidor 2018 e ¢é lider em Portugal na categoria de Saude do Consumidor e

Dermatologia.

2.3.3. Estagio em Controlo de Qualidade
O CQ é responsavel pela amostragem, especificagoes dos produtos e pela analise de
conformidade com as especificagoes, pela documentagao e procedimentos de libertagao, que
asseguram que todos os testes foram realizados e que nenhuma MP ou PA sejam libertados
para uso ou venda sem que a qualidade seja satisfatoria. Durante o estdgio, observei o
cumprimento de requisitos essenciais do CQ como (9) :
* Instalagoes adequadas, pessoal qualificado e procedimentos aprovados;
* Amostras obtidas por métodos aprovados;
e Métodos de analise validados;
* Registos manuais ou através de instrumentos de registo. Avaliagio do resultado de
acordo com a especificagao. Quaisquer desvios sao registados e investigados;
* Para que haja libertagao de um lote de produto para uso é necessario que este seja
certificado pela Qualified Person;
* Retengao de amostras para permitir a andlise no futuro, se necessario.
O estagio no CQ foi uma oportunidade unica de conhecer a realidade da industria
farmacéutica, nomeadamente a do laboratorio.
O CQ nao se restringe “as quatro paredes” do laboratorio, pois atua em todas as

areas da empresa: armazém, area de produgao e embalagem.

2.3.4. Desenvolvimento de capacidades

Este estagio permitiu-me desenvolver capacidades como trabalho em equipa,
autonomia, organizagao e gestao do tempo, andlise e reflexao critica de resultados,
perseveranca.

A autonomia foi desenvolvida com o passar do tempo, durante a realizagao das
analises. Assim como a perseveran¢a, uma vez que nunca desisti de tentar melhorar para

obter melhores resultados.
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Devido ao grande fluxo de trabalho, era necessario fazer diferentes produtos em
simultaneo, o que permitiu desenvolver a minha capacidade de organizagao e de gestao do
tempo, pois era necessario organizar a sequéncia das andlises de forma a rentabilizar o
tempo. Para além disso, por vezes surgiam analises urgentes, por estarem a ser necessarios
na produgao, por exemplo, pelo que era necessario dar prioridade. Assim que a andlise
urgente estivesse terminada, a andlise pendente era retomada.

A anilise critica dos resultados, permitiu-me identificar possiveis fontes de erro e
melhorar na andlise seguinte, de forma a que este nao ocorresse novamente.

Estas capacidades sao bastante importantes a nivel pessoal e distintivas no mercado

de trabalho, pelo que considero que esta oportunidade é uma mais-valia para o futuro.

2.3.5. Auditorias

Durante o periodo de estdgio, a Farmalabor recebeu duas auditorias.

Tal como referido anteriormente, a Farmalabor produz produtos farmacéuticos para
terceiros, por isso disponibiliza aos seus clientes servigos de qualidade e confianga, desde a
producao até ao produto final.

A primeira auditoria foi realizada por um cliente que pretendia verificar se a unidade
industrial tinha as condigoes para produzir e analisar os seus produtos, isto é para
demonstrar que a organizagdo atende as expetativas dos clientes. A segunda foi para
certificagdao da International Organization for Standardization (ISO).

Considero que ter estagiado num periodo em que a unidade fabril recebeu inspe¢oes
€ uma mais-valia, uma vez que durante a segunda auditoria estava no laboratério e pude
vivenciar a sensacio de o meu trabalho estar a ser observado e avaliado. Com estas
auditorias consegui perceber que a forma dos analistas trabalharem é independente da
presenca de auditores, o que significa que as normas sao cumpridas todos os dias e em todas

as analises.

2.4. Ameacgas
2.4.1. Outros Profissionais
Apesar das competéncias técnicas e cientificas dos farmacéuticos serem vantajosas
para a industria farmacéutica, considero que existem poucos farmacéuticos neste setor, pois
atualmente a maioria dos colaboradores do CQ apresentam outra formagao académica.
Apesar de outros grupos de profissionais poderem exercer as fungoes de analista e de isso

poder ser um entrave a entrada de farmacéuticos neste setor, considero que é de extrema
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importancia a presenga de uma equipa multidisciplinar, de forma a completarem-se e a ser

mais facil atingir o objetivo comum.

2.4.2. Novos Mercados

Tal como referido anteriormente, a Farmalabor realiza contract manufacturing, que
consiste no fabrico de produtos para outras empresas. No entanto, esta unidade industrial
nao produz medicamentos bioldgicos, perdendo assim capacidade competitiva face a novos
mercados como a China e a india em que se tem verificado o crescimento da industria
biofarmacéutica, pelo que se espera que, no futuro, estes venham a ter um papel importante

no fabrico por contract manufacturing de biofarmacos (10).

3. Conclusdo

O MICF oferece uma variedade de oportunidades profissionais. O estagio € essencial
para melhorar e obter novas competéncias e experiéncias que nos diferenciem no mercado
de trabalho.

O estagio na Farmalabor foi o meu primeiro contacto com a realidade de uma
industria farmacéutica, area que sempre me despertou interesse, mostrando-se, sem duvida,
uma experiéncia extremamente enriquecedora.

Com este estagio, tomei consciéncia da importancia do departamento de CQ numa
industria farmacéutica, uma vez que este nao se limita a execugao de ensaios laboratoriais,
pois apresenta também um papel ativo em todas as decisoes relacionadas com a qualidade

do produto.
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Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobiéticos

I. LISTA DE ABREVIATURAS

ABC — ATP-binding cassette

ADME — Absorgao, Distribuicao, Metabolismo e Excregao
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IV. RESUMO

A utilizagao de fairmacos durante a gravidez é controversa, uma vez que estes sao
essenciais para tratamento agudo ou croénico das gestantes ou de doencas fetais mas, por
outro lado, poderao levar ao surgimento de anomalias congénitas ou efeitos adversos na
mulher gravida.

A placenta humana controla o desenvolvimento fetal e funciona como a interface
entre 2 mae e o feto, estando envolvida no transporte de nutrientes, oxigénio e
xenobidticos da mae para o feto e dos residuos fetais para a circulagao materna. Na placenta
existem duas superfamilias de transportadores, os transportadores ATP-binding cassette
(ABC) e os transportadores de soluto (SLC), alguns dos quais se encontram
estrategicamente posicionados para restringir o acesso de xenobioticos ao feto, mantendo-
os na circulagio materna. Dessa forma, o estudo das interagdes dos farmacos com estes
transportadores assume importancia clinica.

Porém, a participagdo de mulheres gravidas em ensaios clinicos levanta questoes
éticas, pelo que este grupo raramente é incluido, com excegio se o medicamento for
destinado especificamente para as mesmas. O facto de as mulheres gravidas nao
participarem nestes estudos origina falta de informagao sobre a utilizagdo de farmacos na
gravidez, por isso no momento da introdugao do medicamento no mercado apenas existe
informagao da fase pré-clinica em animais.

Assim, o objetivo desta monografia é abordar a localizagao, fungao, polimorfismos e
relevancia dos transportadores placentarios no controlo da exposicao fetal a xenobidticos.
Como estes transportadores controlam a concentragao de xenobidticos que passa a
placenta, torna-se imperativo estuda-los, de forma a identificar os seus substratos e
inibidores, e minimizar o risco a que o feto esta sujeito.

Serao ainda referidos os modelos experimentais utilizados até ao momento para

avaliar a passagem dos farmacos através da placenta.

Palavras-chave: ATP-binding cassette; efluxo; feto; gravidez; influxo; placenta;

transportadores de soluto; xenobidticos.
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V. ABSTRACT

The use of drugs during pregnancy is controversial, since these are essential for the
acute or chronic treatment of pregnant woman or fetal diseases, but, on the other hand,
may lead to the appearance of congenital anomalies or adverse effects on the pregnant
woman.

The human placenta controls fetal development and works as an interface between
the mother and the child, being involved in the transport of nutrients, oxygen and
xenobiotics from the mother to the fetus and of fetal residues to the maternal circulation.
At the placenta there are two large families of transporters, the ATP-binding cassette
transporter (ABC) and the solute carrier (SLC), some of which are strategically positioned
to limit the access of xenobiotics to the fetus by keeping them in the maternal circulation.
Therefore, the study of the interaction between drugs and these transporters has clinical
importance.

However, since the participation of pregnant woman in clinical trials raises ethical
questions, this group is rarely included, except if the drug is specifically destined for them.
Since pregnant woman do not participate in these trials, this leads to a lack of information
about drug use during pregnancy and when a drug enters the market there is only data from
the pre-clinical phase with animals.

Thus, the purpose of this monograph is to discuss the localization, function,
polymorphisms, and relevance of the placental transporters on the control of the fetal
exposure to xenobiotics. As these transporters control the concentration of xenobiotics
that cross the placenta, it becomes imperative to study them in order to identify their
substrates and inhibitors, and minimize the risk to which the fetus is subjected.

The currently used experimental models to evaluate the passage of drugs across the

placenta will also be mentioned.

Key-words: ATP-binding cassette; efflux; fetus; influx; placenta; pregnancy; solute carrier;

xenobiotics.
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|I. Introducao

I.1. A gravidez e fases de desenvolvimento fetal

O uso de farmacos durante a gravidez é comum, de forma a preservar a saude

materno-fetal e controlar doengas cronicas (ex.: asma, epilepsia, depressao, hipertensao

arterial) assim como situagoes resultantes da gravidez (ex.: nauseas, vomitos, pré-eclampsia,

diabetes gestacional) (Figura ) (1-3).

Um estudo epidemioldgico efetuado de 1976 a 2008 demonstrou que em 2008 mais

de 93% das mulheres gravidas tomaram pelo menos um medicamento nao sujeito ou sujeito

a receita médica e mais de 50% tomaram 4 ou mais medicamentos em qualquer periodo da

gravidez (4). Dos grupos de medicamentos mais prescritos faziam parte os analgésicos,

antibioticos, antieméticos, anti-histaminicos, diuréticos e hormonas (progesterona e

levotiroxina) (3-5).

Epilepsia
Ansiedade
Depressao

Problemas de tirdide
Nauseas

Vémitos

Asma
Hipertensao
Arritmias
Tromboembolias

Diabetes

Problemas fetais

A primeira evidéncia de toxicidade fetal
ocorreu com a tragédia da talidomida, prescrita
no final dos anos 50 e 60 como antiemético.
Contudo, este farmaco originava malformagoes
fetais, gracas ao efeito teratogénico do S-
enantiomero (5,6). Efetivamente, a utilizagao de
farmacos durante as diversas fases da gravidez
é preocupante, devido a possibilidade de estes
atravessarem a barreira placentaria e causarem

toxicidade fetal.

Figura | — Representacdo da mulher gravida e possiveis patologias.

Adaptado de (7)

A gravidez pode ser dividida em 3 trimestres, sendo o

IO

trimestre de gravidez o

periodo mais critico, durante o qual muitos dos embrides morrem por efeito do stress,

exposicao a farmacos e deficiéncias nutricionais (8). No entanto, verifica-se que durante este

periodo a taxa de prescricao a mulheres gravidas é de, aproximadamente, 40% e que cerca

de 3% estao expostas a farmacos suscetiveis de causar teratogenicidade fetal (1,2).
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Outro modo de classificar as etapas da gravidez é de acordo com o desenvolvimento
fetal ao longo das 38 semanas apds concegao. Este método mostra-se Util para avaliar os
potenciais riscos associados ao uso de farmacos:

* Fase pré-embrionaria (1?-2* semana) — Ocorre desde a fecundagao até a implantagao.
A exposicao a agentes teratogénicos pode nao ter efeito sobre o embriao ou pelo contrario,
levar a sua morte (resposta “tudo ou nada”). Desta forma, o desenvolvimento de
malformagoes fetais apos a administragao de farmacos neste periodo é improvavel, exceto
se o tempo de semi-vida do farmaco for elevado e prolongar a exposicao no estado
embrionario (ex.: isotretinoina).

* Fase embrionaria (3°-8* semana) — A organogénese ocorre predominantemente
durante este periodo. Nesta fase, o risco de ocorrer malformagoes devido a utilizagao de
farmacos € maior, pelo que estes devem ser evitados.

* Fase fetal (9°-38" semana) — O feto continua a crescer e a desenvolver-se. Encontra-
se suscetivel a alguns xenobidticos com efeito no sistema nervoso central (SNC) como o
etanol, e no sistema reprodutor (ex.. danazol), pois o seu desenvolvimento apenas se
completa nesta fase (9).

Porém, além da idade gestacional, os efeitos nocivos fetais dependem também de
outros fatores como a dose, frequéncia de administragao, via de administragao e de
eliminagao (4,10).

Adicionalmente, é importante ter em consideracio que ao longo da gravidez
ocorrem mudangas fisiologicas que podem alterar a absorgao, distribuicao, metabolismo e
excrecao (ADME) dos farmacos (3). Algumas destas alteragoes estao descritas na tabela

seguinte (Tabela 1):

Tabela | - Alteracoes farmacocinéticas que ocorrem na gravida (3,9,11)

Fase Alteracoes

Absorcio Reducdo da velocidade do esvaziamento gastrico, nauseas, vomitos e aumento
do pH gastrico.

Distribuicao Diminuicao da concentracao de albumina sérica materna.

Aumento do volume sanguineo materno.

O pH do sangue arterial materno aumenta ligeiramente alterando a curva de
dissociacdo de oxi-hemoglobina e promovendo a dissociagdo do oxigénio para
facilitar a transferéncia transplacentaria de oxigénio ao feto. Esta alteragdo de
pH vai influenciar também a ligagdo farmaco-proteina.

Metabolismo | Os niveis elevados de estrogénios podem alterar a expressao e funcionalidade
das enzimas metabolizadoras da fase | ou Il.

Excrecdo Aumento do fluxo sanguineo e da filtragao glomerular origina maior depuragao
dos farmacos.
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Todas estas alteragoes no processo de ADME levam a necessidade de ponderar a

utilizagao de farmacos e ajustar a dose a administrar-.

1.2. A placenta: estrutura, funcdes e mecanismos de transporte

A placenta é um érgao transitério e multifuncional, fundamental para o crescimento
do embriao e desenvolvimento fetal (12). Apresenta uma forma discéide com 20-25 cm de
diametro, 2-4 cm de espessura e 400-600 g de peso (13). Estima-se que possua entre 10 a 40
unidades vasculares funcionais, denominadas cotilédones, que estao em contacto direto com
o sangue materno. Dentro de cada cotilédone, as vilosidades corionicas formam uma
barreira que separa a circulagao materna da circulagao fetal (12,14).

Dessa barreira faz parte uma camada polarizada e semipermedvel de
sinciciotrofoblastos multinucleados que cobre uma outra camada descontinua de
citotrofoblastos, lamina basal, tecido conjuntivo (estroma) e células endoteliais dos capilares
fetais (Figura 2) (3,14). Esta interface faz a ligagao entre o feto em desenvolvimento e a mae,
permitindo a troca de nutrientes, oxigénio, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas,
prostaglandinas, hormonas, residuos da circulagao fetal e xenobioticos (1,3,12,15). A
membrana apical apresenta microvilosidades e estd em contacto com o sangue materno,
enquanto a membrana basolateral contacta com a circulagio fetal e nao apresenta
microvilosidades. Para além de estruturalmente distintas, estas duas membranas diferem
também nos transportadores, enzimas e recetores hormonais (12).

A Circulagao feto-placentaria B Vilosidade coridnica (1° trimestre)

Célula endotelial fetal Citotrofoblasto

Capilares fetais Fibroblasto

Sangue materno

Sinciciotrofoblasto

Arteriola \ T Sangue materno
maternal / =
Veia umbilical

|cordao
umbilical

Artérias /
umbilicais .‘ A\ 7/ /7 Células Hofbauer

G

my—R_
ado s Ladt;;aternal
da placenta \ - \
(cé‘:ion) da placenta | . |\ Sangue
(decidua) - )/ materno

Lamina basal

Célula endotelial fetal

Figura 2 — Circulacdo feto-placentaria (A) e vilosidade coridnica no inicio e final da gravidez (B).
Adaptado de (16)
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Contudo, a placenta sofre alteragoes morfoldgicas e funcionais ao longo da gestacao,
de forma a proporcionar as condigoes apropriadas ao desenvolvimento fetal (3). Estas
traduzem-se na diminuigao da proporgao de citotrofoblastos, cuja camada perde espessura e
€ menos continua no final da gravidez; no aumento da proporgao de sinciciotrofoblastos (5
m” 4 28" semana de gestacdo para |12 m’ no final da gestacio); na diminuicdo da distincia
entre a circulagao materna e a fetal (50-100 um no segundo més para 4-5 pum no fim da
gravidez) e na modificagio dos niveis de expressao e distribuicao dos transportadores
placentarios (3,17). Adicionalmente, a placenta apresenta uma grande heterogeneidade entre
espécies, o que coloca algumas duvidas sobre a utilizagio de modelos animais (nao primatas)
para avaliar a exposicao fetal (18), como sera abordado mais adiante.

Os xenobioticos podem atravessar a placenta por diversos mecanismos: difusao
simples/passiva, difusao facilitada, transporte ativo e endocitose, sendo a difusao passiva o
mais comum. A difusio depende das propriedades fisico-quimicas das moléculas (peso
molecular, grau de ionizagao, lipofilia), ligagao as proteinas plasmaticas, caracteristicas da
placenta (espessura e fluxo sanguineo), gradiente de concentragio nos compartimentos
materno e fetal e do pH do sangue materno e fetal (10,12). Enquanto a difusao simples é
realizada por ides e moléculas de baixo peso molecular que se difundem através da bicamada
de fosfolipidos, na difusao facilitada intervém proteinas transportadoras. Ambas dependem
do gradiente de concentragao, pelo que os substratos entram ou saem da célula de acordo
com o mesmo. Em contraste, o transporte ativo é unidirecional e ocorre contra o gradiente
de concentragao, através do consumo energia (14).

E importante referir que a expressio e a funcio dos transportadores variam durante
a gestacao e dependem de alteragoes fisiologicas, patologicas (ex.: diabetes gestacional,
cancro, pré-eclampsia) e de uma diversidade de fatores, tais como fatores de transcrigao,
hormonas esteroides e alteragoes genéticas (8). Além disso, a sua localizagao influencia a
transferéncia de xenobidticos, que pode ser realizada em ambas as diregoes, para o lado
fetal ou de volta para a corrente sanguinea materna (14).

A camada de sinciciotrofoblastos contém transportadores no lado apical e basolateral
que controlam o transporte transplacentirio da maioria das substiancias endogenas e
xenobioticos (farmacos, toxinas e metabolitos) (1,8,15). Dessa forma, os transportadores
placentarios regulam o grau de exposicao fetal e, consequentemente, a teratogenicidade fetal
(2). Estes transportadores pertencem a duas superfamilias: transportadores ATP-binding

cassette (ABC) e transportadores de soluto (SLC) (Figura 3):
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Lado Apical

ABCCI
ABCC2

ABCBI = ,pcc3 || ABCG2 1 ABCAI = SLCO4AI = SLCOIA2 = SLCOIBI = SLC22A4 = SLC22A5

/ ABCCS

k ABCCl | ABCAI ———— sLcomAll ——| SLC22A3 ——  SLCO2BI —/

ABCC5

Lado Basolateral

Figura 3 —Transportadores ABC e SLC dos sinciciotrofoblastos. Adaptado de (I8)

2. Transportadores da Placenta
2.1. Transportadores de efluxo: ATP-binding cassette (ABC)

A superfamilia ABC é constituida por 48 membros divididos em 7 subfamilias (ABCA
a ABCG) que reconhecem diversos substratos (8,18,19).

Estes transportadores sao proteinas integrais da membrana e possuem pelo menos
um dominio hidrofilico (no citoplasma) e um dominio hidrofébico (na membrana). Estao
presentes em diversos organelos intracelulares (ex.: reticulo endoplasmatico, mitocondrias)
e controlam a transferéncia de substratos do citoplasma para o meio extracelular (19). A
energia proveniente da hidrdlise do ATP ¢é utilizada para transportar ativamente os
substratos da placenta para a circulagao materna (1,8,20). Alguns dos compostos endogenos
transportados por estes transportadores sao ides inorganicos, glucose, aminoacidos, ices
metalicos, colesterol e fosfolipidos (18).

Na placenta, os transportadores ABC sio expressos na superficie apical do
sinciciotrofoblasto e realizam o transporte de substratos enddgenos e exdgenos. Conferem
protegao ao feto contra os efeitos nocivos de farmacos, drogas de abuso, toxinas e outros
xenobidticos (1,19).

Os principais membros desta superfamilia expressos na placenta sao a glicoproteina P

(gp-P) e a Breast cancer resistance protein (BCRP) (15,21).
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2.1.1. ABCB: glicoproteina-P (ABCBI)

O primeiro transportador ABC a ser conhecido foi a gp-P ou multidrug resistance
protein | (MDRI), codificada pelo gene ABCBI. Este transportador de efluxo transporta
principalmente compostos cationicos e lipofilicos para fora das células, no entanto, também
pode transportar substratos anionicos e neutros. Varios farmacos usados no |° trimestre da
gravidez sio transportados pela gp-P da placenta. E responsavel pelo transporte ativo de
xenobidticos e produtos endogenos para a circulagio materna, limitando desta forma a
exposicao fetal (1,2,18).

A localizagao da gp-P esta de acordo com a sua fungao de protegao do feto em
desenvolvimento a  xenobioticos, sendo expressa na membrana apical dos
sinciciotrofoblastos da placenta, nas células endoteliais do feto e nos citotrofoblastos (I,18).
Como a necessidade de proteger o feto diminui ao longo da gravidez, é expectavel que a
expressao da gp-P na placenta seja superior no seu inicio e, conforme esta avance haja uma
diminuicdo na sua expressao (21). Efetivamente, os niveis de RNA mensageiro (mRNA)
ABCBI e de gp-P na placenta diminuem gradualmente com a progressio da gestacao
(1,21,22), sendo superiores na 24*-35% semanas em comparagao com o final da gestagao (23).

Uma das principais causas de variabilidade na expressao e atividade da gp-P na
placenta é a existéncia de polimorfismos genéticos. Até ao dia de hoje, foram identificados
mais de 50 polimorfismos de nucleédtido unico (SNPs) no gene ABCBI, tendo maior
relevancia na placenta os SNPs C1236T, C3435T e G2677T/A (21), como indicado na Tabela
2. Porém, o seu efeito na expressio e atividade da gp-P ainda niao estd totalmente
esclarecido, pois embora a maioria dos estudos relate uma diminuigao na expressao proteica
de gp-P devido a polimorfismos (24), alguns sugerem um aumento (22). Os dados
contraditérios podem dever-se a diversos fatores, como a rapida degradagao do mRNA da
gp-P nos tecidos da placenta apds o parto; tamanho pequeno da amostra; utilizagao de
placenta de termo com baixa expressao da gp-P; contaminagao da placenta com tecidos e
sangue maternos e a influéncia da medicagao na expressao (21).

Por exemplo, o transporte do antiretroviral saquinavir (substrato de gp-P) foi
investigado por perfusao dupla em placenta de termo de modo a avaliar a influéncia dos
polimorfismos C3435T e G2677A/T. Os autores concluiram que nao houve efeito do
gendtipo C3435T ou G2677A/T no transporte do mesmo (22). Noutro estudo, Hemauer et
al. (2010) utilizou vesiculas preparadas a partir da membrana de placentas de termo para
determinar a relagao entre os polimorfismos e a expressao/atividade da gp-P. Concluiu que a
atividade da gp-P aumentava mais de 40% em individuos homozigotas C1236T e C3435T

com a variante alélica TT (1236TT e 3435TT) em comparagao com homozigotas com a
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variante alélica CC. O aumento na atividade foi observado apesar da diminuicao da
expressao proteica de gp-P em 1236TT e 3435TT (25) .

Além de polimorfismos, a funcao da gp-P pode ser modulada por inibidores,
ativadores e indutores. O seu uso em combinagdo com um substrato pode originar
interagoes medicamentosas mediadas por gp-P que alteram a fungiao de barreira placentaria
e, consequentemente, a exposi¢ao fetal a este substrato. Se o substrato for teratogénico, as
alteragoes no transporte podem aumentar o risco de ocorrerem anomalias congénitas fetais
(2). Como foi referido de inicio, a gp-P transporta uma grande variedade de substratos.
Seguidamente serao apresentados alguns estudos que refletem a influéncia da gp-P na
exposicao fetal dos seus substratos.

Os primeiros estudos surgiram na época de 90, através da utilizagio de murganhos
knockout (Mdrla/b(-/-)), heterozigotas (Mdrla/b(+/-)) e homozigotas (Mdrla/b(+/+)). Estes
permitiram avaliar o papel protetor da gp-P na placenta, mediante exposi¢ao a um analogo
do pesticida teratogénico avermectina (L-652.280) que habitualmente causa fenda palatina.
Em fetos com gendtipo Mdrla/b(-/-) observou-se 100% de suscetibilidade a fenda palatina,
enquanto que em Mdrla/b(+/-) houve menos sensibilidade e em Mdrla/b(+/+) ocorreu
insensibilidade ao agente teratogénico. Dessa forma, a gp-P placentaria mostrou-se eficaz na
prevencao da fenda na palatina (26). Outro estudo mostrou que os substratos da gp-P
(digoxina, saquinavir e paclitaxel) se acumulavam mais em fetos Mdrla/lb(-/-) do que em
fetos wild-type (27). O substrato paclitaxel é inclusivamente utilizado em mulheres no 2° e 3°
trimestre com cancro, pois cré-se que a gp-P placentaria, devido ao seu mecanismo de
efluxo, reduz a transferéncia deste farmaco e possibilita o seu uso clinico (28).

Recentemente, Liao et al. (2017) realizaram estudos em murganhos knockout para
determinar a importancia da gp-P na determinagao da distribuigao fetal da norbuprenorfina
(metabolito ativo da buprenorfina). Concluiram que a area sob a curva (AUC) fetal da
norbuprenorfina é aproximadamente 64% superior a AUC plasmatica materna em
murganhos wild-type, pelo que a exposicao fetal a norbuprenorfina é consideravel. A AUC
plasmatica fetal em murganhos knockout foi superior a observada em murganhos wild-type,
mas o racio de AUC do plasma fetal e materno permaneceu inalterado em murganhos
knockout, indicando que o aumento de exposicao fetal se deveu ao aumento dos niveis
plasmaticos maternos (29).

Outro estudo realizado em murganhos constatou que a transferéncia placentaria de
digoxina pode ser influenciada pela administragio de sertralina (inibidor seletivo da
recaptagao de serotonina) apés 4 horas de exposicao. Este antidepressivo aumentou o

efluxo realizado pela gp-P da placenta, dificultando a passagem de digoxina para o feto mas,
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por outro lado, levou a sua acumulagao no cérebro materno e fetal. Cré-se que poderao
estar envolvidos diferentes mecanismos de ativagao e inibicao na barreira placentaria e
barreira hematoencefélica (BHE), respetivamente, porém sao necessarios mais estudos (30).

Por dltimo, importa referir que a expressio da gp-P, a semelhanga de outros
transportadores ABC, pode ser regulada pelo recetor nuclear de pregnano X (PXR) (I).
Gabhir e Piquette-Miller (2017) analisaram a influéncia da expressao de gp-P em murganhos com
diferentes genotipos fetais de PXR (PXR -/-, +/+ e PXR +/-) na acumulagao fetal do
antiretroviral lopinavir. A expressao placentaria de mRNA Abcbla foi 2-3 vezes superior em
fetos PXR +/+ do que em fetos PXR -/-, bem como a concentragao materna de lopinavir. Os
autores concluiram que estes resultados se relacionavam com a expressao placentaria de gp-
P, visto que o aumento da transcricao de Abcbla na placenta diminuiu a acumulagao fetal de

lopinavir (31).

2.1.2. ABCC: proteinas associadas a resisténcia a multiplos farmacos
(MRPs)

Na subfamilia com o gene ABCC existem varias proteinas associadas a resisténcia a
multiplos farmacos (MRPs) que efetuam o efluxo de substratos endégenos, bem como de
farmacos conjugados (glucuronido, sulfato, glutationa) e nao conjugados (18,19). A
localizagao e alguns substratos dos transportadores MRPI-5 encontram-se descritos na
Tabela 2. Foi encontrado mRNA de outras MRPs como MRP6, MRP7 e MRP8 na placenta,
mas a sua fungao e localizagao ainda nao foram esclarecidas (21).

A semelhanca de outros transportadores, cré-se que os niveis de MRPs durante a
gestagao nao se mantenham constantes. Por exemplo, observou-se que a expressao de
MRPI quadruplicou do |° para o 3° trimestre em amostras de placenta, enquanto numa linha
celular de coriocarcinoma humano (BeWo) a sua expressio aumentou 20 vezes apos
polarizagao. Este transportador foi identificado como o mais expresso de todos os MRPs,
tanto em placenta como na linha celular BeWo (32). Da mesma forma, os niveis de MRP2
parecem aumentar ao longo da gravidez (33), o que estara associado a uma maior excregao
de bilirrubina conjugada (18). Em contraste, os niveis de MRP5 parecem diminuir a partir do
2° trimestre (34).

A localizagao predominante do transportador MRP| na membrana basolateral do
sinciciotrofoblasto evidencia o seu papel importante no transporte de nutrientes (ex.: acido
folico) e compostos enddégenos para o compartimento fetal. Porém, esta também podera

revelar-se prejudicial, como demonstrado por Straka et al. (2016) em células BeWo, onde o
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MRP| efetuou o efluxo de mercurio conjugado com glutationa em diregao a circulagao fetal
(35).

Além de importantes fungoes fisioldgicas, como o transporte de acido folico através
da placenta, o transportador MRP2 permite o efluxo de farmacos anti-tumorais, como a
doxorrubicina, cisplatina e vinblastina (36).

Por sua vez, o MRP5 também tem como substratos farmacos anti-tumorais e anti-
retrovirais, conferindo resisténcia aos analogos de nucleodtidos (37). Este transportador
funciona a nivel fisiologico como bomba de efluxo de nucledtidos ciclicos, particularmente
de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), que sao essenciais na diferenciacio do

citotrofoblasto (1).

2.1.3. ABCG: Breast cancer resistance protein (BCRP; ABCG2)

Os genes da familia ABCG originam transportadores envolvidos no transporte de
colesterol, com excegao da BCRP (19). A BCRP foi descoberta ha 20 anos e exerce um
efeito protetor ao aumentar a eliminagao de xenobidticos. Tem como particularidade o
facto de ser um meio transportador, pois apenas apresenta um nucleotide binding domain
terminal seguido de um membrane spanning domains no terminal C, pelo que é necessario
homodimerizagdo para se tornar uma proteina funcional (21,22). Este transportador
encontra-se expresso em niveis elevados na placenta (18,20,21), mais especificamente na
membrana apical dos sinciciotrofoblastos, citotrofoblastos e células endoteliais dos vasos
sanguineos do feto (19).

As proteinas gp-P e BCRP apresentam fungoes e localizagoes idénticas (15). Todavia,
apesar de terem muitos substratos em comum, também possuem substratos quimicamente
especificos (18,19,22). Por exemplo, a sobreexpressao de BCRP esta associada a resisténcia
a agentes anticancerigenos como mitoxantrona, topotecano e flavopiridol, mas nao a
farmacos como o paclitaxel, cisplatina ou alcaldides da vinca (15,20).

A expressao de BCRP, contrariamente a de gp-P, aumenta com o progredir da
gestacao (38). A expressao e atividade da BCRP também podem ser influenciadas por
multiplos fatores, nomeadamente variagoes hormonais, niveis de oxigénio, processos
inflamatorios, polimorfismos genéticos e exposicao a alguns farmacos. Durante a gravidez ha
alteragoes nas concentragoes de hormonas e pensa-se que estas possam regular a expressao
de BCRP (19,21). Os dados da influéncia dos estrogénios na regulagao de BCRP na placenta
mostram-se contraditorios. Ha estudos in vitro (células BeWo) que demonstraram que a
expressaio de mRNA ABCG?2 e de proteina BCRP na placenta aumenta com progesterona e

diminui com o estrogénio (39), contudo a expressaio de mRNA ABCG2 em células de
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trofoblasto primarias humanas nao sofreu alteragdes quando expostas ao estrogénio e a
progesterona (40). Por este motivo, ha necessidade de estudos adicionais.

Como referido, outro fator que influencia a regulagao da expressao de BCRP na
placenta é o oxigénio. Por exemplo, em situagao de hipoxia ha diminuicao da expressao de
BCRP na placenta do |° trimestre, mas nao ha efeito na expressaio de mMRNA ABCG2 no 3°
trimestre (41).

Os processos inflamatérios podem alterar a expressao dos transportadores de
efluxo e ter impacto no transporte e na exposigao fetal. No caso da inflamagao em placentas
de parto prematuro ha aumento de expressaio de BCRP em comparagiao a placentas sem
inflamagao (42). Porém, em estudos realizados em roedores como modelo de infegao e
inflamagao (induzida por lipopolissacarideo), nao houve alteragao na expressaio de mRNA de
Abcg2 na placenta (15,19). Podemos concluir que a regulagao da expressao desta proteina €
um processo complexo que depende nao s6 do agente inflamatorio envolvido como também
da fase da gravidez (19).

A expressao deste transportador pode também ser alterada pela presenca de
xenobidticos. A expressao aumentou com exposicao a glucocorticoides durante o |°
trimestre (estudo em placenta humana)(43) e pela presenga de inseticida organofosforado
clorpirifos (estudo em células JEG 3) (44).

Os polimorfismos genéticos também afetam a expressao e fungao da BCRP. Em SNPs
do gene ABCG2 ocorre normalmente diminuicdo da expressaio de mRNA e da
funcionalidade, ou até mesmo auséncia. Como a biodisponibilidade e os resultados da
terapéutica com farmacos substratos de BCRP dependem da fun¢ao do transportador, a
influéncia dos seus polimorfismos tem sido investigada no tratamento do cancro (20).

Para terminar, Rubinchik-Stern et al. (2015) estudaram o efeito dos antiepilépticos na
expressao de transportadores placentarios, utilizando células BeWo. Concluiram que o
acido valproéico aumentou a expressao de BCRP e o seu de mRNA até 2,7 vezes, bem como
a atividade desta proteina, enquanto a fenitoina aumentou a expressaio de BCRP em 2,9
vezes. Noutro estudo recente, constatou-se que os opidides prescritos para terapéutica de
manutenc¢ao em gravidas (metadona, buprenorfina e seu metabolito) induziam a expressao e

atividade de BCRP em células BeWo, JEG-3 e trofoblastos humanos primarios (45).

2.2. Transportadores de soluto (SLC): OATs, OCTs, OCTNs, OATPs
Da superfamilia de transportadores SLC fazem parte mais de 300 membros
distribuidos por mais de 50 familias e pelos diversos tecidos. Muitos destes transportadores

apresentam um substrato especifico e reconhecem e transportam compostos endogenos
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como agucares, aminoacidos ou nucleotidos. Porém, outros nao apresentam especificidade
de substrato, pelo que se revelam importantes na excregao renal e biliar (8,18).

Os transportadores SLC sao independentes de ATP e funcionam como co-
transportadores, porque utilizam gradientes de concentracio de outras substincias,
normalmente moléculas hidrofilicas ou carregadas (catides e anides), para transportar os
seus substratos. O transporte realizado por SLC é frequentemente de influxo (do espago
extracelular para células), no entanto, alguns transportadores SLC podem realizar efluxo.
Alguns dos farmacos transportados pelos SLC sao anti-inflamatoérios nao esteréides (AINEs),
antibidticos, diuréticos e anti-tumorais (8,18).

Os transportadores SLC que se encontram na placenta sao os transportadores de
catioes organicos (OCT), transportadores de anides organicos (OAT), transportadores
organicos de carnitina (OCTN), polipeptideos transportadores de anides organicos
(OATPs), os transportadores de nucleosideos, nomeadamente os transportadores de
nucleosideos concentrativos (CNT) e os transportadores de nucleosideos equilibrativos
(ENT), e o transportador de extrusao de multiplos farmacos e toxinas (MATE) (8).

O transportador OCT3 encontra-se em elevada expressao na membrana basolateral
do sinciciotrofoblasto humano, enquanto os transportadores OCTNI e 2 (subfamilia
SLC22A) se encontram no lado apical (materno) (46). O OCT3 é um transportador Na*/CI -
independente que funciona como um transportador de monoaminas extraneuronal devido a
elevada afinidade por monoaminas como serotonina, dopamina, norepinefrina e histamina.
Por esse motivo, este transportador interage com farmacos antidepressivos como
desipramina, imipramina e também anfetaminas (12). Por sua vez, o transportador OCTN2
transporta L-carnitina de forma Na'-dependente da circulagio materna para a fetal,
suprimindo as necessidades metabolicas da placenta (47). No entanto, é também responsavel
pelo transporte de antidepressivos, anfetaminas e beta-lactamicos (12).

Os transportadores OATP mais encontrados na placenta humana saio o OATPIA2,
OATPIBI, OATP2BI, OATP3Al e OATP4Al (I18). O OATP2BI| esta envolvido na
absor¢ao basolateral de conjugados de esterdides sulfatados, enquanto o OATP4Al ¢é
expresso na membrana apical e é responsavel pela absor¢ao placentaria de hormonas da
tiroide e prostaglandinas fundamentais ao desenvolvimento fetal (18,48). Adicionalmente,
estes transportadores estio envolvidos no transporte de varios farmacos indicados na
Tabela 2, embora sejam necessirios mais estudos para esclarecer a sua regulagio. A
semelhanca dos transportadores ABC, a sua expressio também varia do |° para o 3°
trimestre de gravidez. Enquanto os transportadores OATP4Al (e OCT3) sao mais

expressos durante o |° trimestre, verifica-se o inverso para OATP2BI (49).

46



Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobiéticos

Em relagao aos transportadores OAT, o OAT4 é o que apresenta maior expressao
(12,50). Para além de desempenhar a fungao de transportador de xenobidticos, estd
envolvido no transporte de substancias percursoras de estrogénios (3,51).

Num estudo recente, foi caracterizado o mecanismo de permeagao através da
placenta do entecavir, um antiviral de primeira linha no tratamento da hepatite B crénica.
Usando células transfectadas com os respetivos transportadores, concluiu-se que o entecavir
¢ substrato de CNT2, CNT3, OCT3 e BCRP. A inibicao da captagao do farmaco em células
trofoblasticas humanas primarias comprovou o envolvimento dos transportadores ENT /2,
CNT2/3, OCT3, OCTN2, MRP2 e gp-P na transferéncia do farmaco na placenta humana.
Assim, pensa-se que na captagao da circulagio materna para células trofoblasticas estejam
envolvidos os transportadores CNT2/3, ENTI/2 e OCTN2, enquanto no efluxo das células
trofoblasticas para a circulagao fetal seja o OCT3, e das células trofoblasticas para a

circulagao materna seja a BCRP, MRP2 e gp-P (52).
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3. Avaliacdo experimental da passagem dos compostos através da

placenta

Durante a gravidez, a maioria das mulheres necessita de tomar medicamentos. A
decisdo de realizar determinado tratamento é baseada na relagao risco-beneficio, que é
determinada pela concentragao de medicamento que atravessa a placenta (60).

A maioria dos medicamentos nao dispoe de muita informagao sobre seguranga fetal
no momento de obter a autorizagao de introdugao no mercado, pelo que é necessario
estimar a exposi¢ao ao farmaco para saber se este pode ser administrado com seguranga na
gravidez (61,62).

Cada vez mais ha necessidade de realizar estudos sobre os transportadores
placentarios quanto a sua expressao no tecido, significado fisiopatologico e relevancia
farmacolégica (50). Como os ensaios clinicos em mulheres gravidas levantam problemas
éticos, sao utilizados modelos experimentais com capacidade de replicar a funcionalidade das
células de sinciciotrofoblasto (12). Apesar de os estudos in vitro proporcionarem
informagoes muito importantes como a especificidade de substrato dos transportadores, os
estudos in vivo ou ex vivo sao fundamentais para estabelecer o seu significado funcional e
clinico (50).

Na avaliagao da teratogenicidade e fetotoxicidade sao utilizados modelos animais que
apresentam como vantagem o facto de serem um sistema fisiologico completo. No entanto,
as diferengas morfologicas e no tempo de gestagao entre espécies fazem com que nao seja
possivel extrapolar estudos da localizagao do transportador ou de alteragoes da expressao
tempo-dependentes (12,18). Por estas razdes, os modelos de origem humana permitem
investigar melhor os mecanismos de transporte placentario, metabolismo e toxicidade (12).

De seguida, serao apresentados diferentes modelos de avaliagio experimental da

passagem de compostos através da placenta.

3.1. Modelos in vitro: culturas humanas primarias de trofoblasto, linhas
celulares de trofoblasto humano (BeWo, JAR, JEG)

As culturas humanas primarias de citotrofoblastos sao isoladas a partir de placenta
humana. Além de nao proliferativas e multinucleadas, estas células diferenciam-se em
sinciciotrofoblastos (sincicializagao) espontaneamente, quando se colocam em cultura. Se
forem cultivadas em membranas semipermeaveis, nao formam uma monocamada, mas sim,
agregados com grandes espagos intercelulares que nao permitem estudar o transporte de

xenobidticos (1,63). Adicionalmente, a obtengao de uma populagao celular reprodutivel é
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dificil, ha elevado risco de contaminagao e sao inviaveis a muitas passagens. Estas culturas
celulares podem ser utilizadas em estudos de metabolismo e captagao, apresentando
especial interesse em estudos com virus (1,12). Exemplo disso é o estudo recente da infegao
do virus zika em culturas humanas primarias de trofoblastos. Este virus tem capacidade de
,por transferéncia vertical (da mae para o feto), causar microcefalia e malformagoes
cerebrais fetais (64). Estas culturas, devido a sua curta duragao, nao podem ser utilizadas em
estudos de manipulagao genética (65).

As linhas celulares de trofoblasto humano (BeWo, JEG-3 e JAR) foram obtidas de
células de coriocarcinoma humano. Estas linhas celulares apresentam facil manuseamento em
relagao as culturas primarias e sao modelos adequados para estudar a fisiologia, fungao da
barreira placentaria, farmacologia e mecanismos de transporte (8,65). Contudo, apesar das
semelhangas, estas linhas celulares apresentam diferengas a nivel da atividade secretora,
proliferativa, grau de diferenciagao e expressao dos transportadores, indicadas na Tabela 3
(12).

Das linhas celulares apresentadas, a linha celular BeWo é a mais utilizada como
modelo de células trofoblasticas porque apresenta caracteristicas mais proximas a estas
células (65) e uma capacidade confirmada de formar monocamadas continuas e polarizadas
que é um pré-requisito essencial para estudar o transporte (66). Esta é constituida por
citotrofoblastos indiferenciados com alguns sinciciotrofoblastos. Apresenta propriedades
morfoldgicas e bioquimicas semelhantes ao trofoblasto e permite estudar o seu processo de
diferenciagao, o metabolismo da placenta e o transporte de nutrientes e farmacos através da
mesma (12).

As células BeWo formam rapidamente (4 — 5 dias) uma monocamada de células
polarizadas com microvilosidades na superficie apical num suporte permeavel. A capacidade
destas células formarem uma monocamada depende da capacidade de formar jungoes de
oclusao, que por sua vez depende da densidade celular, extensao da ligagao, tempo de
exposicao, condigdes ambientais e do suporte (diametro, tamanho de poro, matriz). A
medigao da resisténcia elétrica transepitelial e da transferéncia de marcadores paracelulares
(inulina, sacarose, fluoresceina, amarelo de Lucifer) permite avaliar a formagao da
monocamada celular (63).

A diferenciagao em sinciciotrofoblastos nao ocorre espontaneamente, pelo que é
necessario induzi-la (67). Por esta razao, as células BeWo podem ser utilizadas em diferentes
graus de maturagio de trofoblastos (citotrofoblastos de gestagdo precoce ou
sinciciotrofoblastos de gestagao tardia). No entanto, a utilizagao de indutores aumenta a

permeabilidade conferindo uma desvantagem na realizagao estudos de transporte (63).
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Nas células BeWo os transportadores de efluxo ABC sao expressos com um padrao
semelhante ao dos sinciciotrofoblastos isolados da placenta humana. O facto de a expressao
dos transportadores variar entre culturas € uma das principais desvantagens. A expressao de
mRNA, de MRPI, MRP2, MRP3 e MRP5 varia consoante o estado de diferenciagao (68). Os
transportadores OCTN2 estao presentes, enquanto o OCT3 é pouco expresso (52) e ainda
nao se encontra descrita a expressao de OAT.

Os modelos in vitro de culturas celulares tém como desvantagem o facto de serem
limitados a investigagdo de mecanismos de transferéncia (transporte ativo ou difusao
passiva), bem como, a falta de integridade anatémica e de fluxo sanguineo (60). Por este
motivo, antes de utilizar uma linha celular é necessario verificar a expressao dos
transportadores, uma vez que estes Nao sao expressos exatamente com o mesmo perfil da
placenta, e é necessario escolher a linha mais adequada para o estudo em causa (58,69). Os
resultados obtidos em estudos com linhas celulares de trofoblastos devem ser analisados
com precaugao, especialmente quando se pretende transpor os resultados para in vivo (65).

Recentemente, Clabault et al. (2018) estudaram os efeitos dos inibidores seletivos de
recaptagao de serotonina (ISRS) utilizando células BeWo e células trofoblasticas humanas
primarias. Este estudo concluiu que os ISRS afetam estruturalmente a sincicializagdo do
trofoblasto de forma concentragao-dependente e que alguns ISRS podem comprometer a
salde placentaria. Nenhum dos ISRS afetou a fusao celular em células BeWo e a secregao de
B-gonadotrofina coriénica humana (B-hCG) nos trofoblastos primarios. A sertralina e a
venlafaxina aumentaram a fusao dos trofoblastos vilosos primarios e inibiram a secregao [3-
hCG pelas células BeWo. Por sua vez, a norfluoxetina aumentou a -hCG e diminuiu os
niveis de expressao génica da proteina gap junction alfa | em células BeWo. Esta proteina é
responsavel pela formagao de jungdes de oclusio que sao importantes para que ocorra

sincicializagao (70).
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Tabela 3 - Caracteristicas das principais linhas celulares de trofoblasto humano (12,58,65,66,69,71)

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobiéticos

BeWo

JEG-3

JAR

Células primarias
da placenta

Origem

Células de
coriocarcinoma

Células de
coriocarcinoma
derivadas de BeWo

Células do
coriocarcinoma
derivadas de BeWo

Placenta humana de
termo

Nio esponténea;

Nio esponténea;

Diferenciacao

Espontinea

Diferenciacdo |Diferenciag¢ao bioquimica | Diferenciagio morfolégica
e morfoldgica bioquimica Menos diferenciadas
que JEG 3
Menos diferenciadas que |Menor taxa de Mais idénticas aos CTB indiferenciados
Caracteristicas | JEG 3; proliferacdo e maior | CTB nido representam as fases

Capacidade de secretar
hormonas (B-GCH,
progesterona, lactogénio
da placenta) e de
produzir citocinas
(IFN,ILIO, IL6 e IL8 e
I1L4)

Forma MP;

ABCG2; ABCCI/2/5;

grau de diferenciagao;
Caracteristicas
bioldgicas e
bioquimicas comuns
com os SCTB;
Produzem hormonas
e expressam varias
enzimas;

Capacidade de formar
MP é controversa;
ABCG2; ABCC 1/2/4

diferenciados da
placenta humana;
Forma
monocamadas
transitorias;
Capacidade de
polarizar é
controversa;
ABCBI, ABCCI/2

iniciais da gestagao;
Dificeis de obter;
Nao sobrevivem
muito tempo em
cultura;

Nao ha formacio de
monocamada;
Progesterona, 3 -
GCH, hormonas
esteroides;
Contaminagio por
células endoteliais;
ABCBI;ABCCI/3/5

Uso

ABC, ATP-binding cassette; CTB, citotrofoblasto; IL, interleucina; B-GCH, B-gonadotrofina coridnica humana; IFN, interferio;

Estudo do transporte de
farmacos através da
placenta; Diferenciagao
dos trofoblastos;

Estudo do metabolismo
da placenta;

Expressao génica;
Estudos de funcio
placentaria;

Estudo do transporte
de farmacos através
da placenta

MP, monocamada polarizada; SCTB, sinciciotrofoblasto

3.2. Modelos animais

Apoptose;
Estudos de funcio
placentaria

Regulagao da
expressao dos
transportadores
(expressao génica);
Estimulacao
fisiologica; Secregio
de hormonas;
Estudos com virus

Como referido na secgao 1.2, a placenta humana é um orgio complexo e ha
diferencgas significativas entre espécies no fluxo de sanguineo, estrutura e func¢ao, tornando-
se dificil extrapolar para os humanos os dados obtidos em animais. Apesar da placenta nos
roedores ser hemocorial tal como a humana, nos roedores a gestagao € mais curta, pelo que
os estados de desenvolvimento fetal e placentario nao sao comparaveis com os humanos
(18,69). Alguns transportadores presentes em humanos nao existem em roedores ou podem
ter localizagoes, substratos e regulacao diferentes (18). Por exemplo, nao foram
encontrados ortologos de OAT4 em roedores (72) e o MRPI apresenta diferengas na
especificidade do substrato entre primatas e outras espécies (55). Porém, os estudos em
animais sao uma mais-valia porque permitem estudar o transporte placentario e a toxicidade

em diferentes fases da gestacdao, bem como a acumulagio nos tecidos fetais (60). No
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entanto, devido a falha destes modelos animais, nao foi possivel prever a toxicidade fetal da
talidomida (73).
Nos estudos em animais podem ser colocados cateteres nas veias e artérias, de
forma a realizar amostragem em varios locais durante o estudo ou podem ser removidos os

fetos e a placenta, de forma a analisar determinado compartimento (74).

3.3. Perfusao placentaria humana (ex-vivo)

Devido aos problemas éticos associados a realizagio de estudos em mulheres
gravidas, sao necessarios modelos experimentais alternativos para estimar a exposigao fetal.

A dupla perfusio (mae-feto e feto-mae) de um unico Iobulo placentario ex vivo
(Figura 4) é o Unico modelo experimental que permite estudar a transferéncia placentaria
humana de substancias em tecido placentdrio organizado capaz de prever a exposigao fetal
(8,60). Este modelo permite estudar a distribuicdo na placenta e nao apresenta problemas
éticos. A recolha de tecido é um processo nao invasivo e inofensivo para a mae e recém-
nascido (12,60). Este método pode sofrer alteragdes no método de canulagao,
procedimento de isolamento, perfusio, oxigenagdo e nos parametros controlados para
garantir a viabilidade do tecido (ex.: pH, produgao de lactato, consumo de glicose, secregao
hCG, perda de volume fetal) e ,por isso, uma das suas desvantagens ¢é o facto de nao haver
critérios padronizados (59,75). Gases como O,, CO, e N, sao utilizados para manter os
niveis fisiologicos e é utilizado um banho a 37°C para manter a viabilidade do tecido (3). No
anexo | encontra-se descrito o modo de proceder na realizagio deste método, segundo
Hutson et al. (2011).

Este modelo é atil no estudo de substratos endogenos e exdgenos (aminoacidos,
hormonas, eletrolitos, virus, firmacos) e permite a investigagdio simultinea de muitas
propriedades que podem interferir na transferéncia placentaria, como propriedades fisico-
quimicas (tamanho, pKa e lipofilia) e fatores farmacocinéticos (transporte ativo, ligacao
placentdria e metabolismo). Adicionalmente, também possibilita o estudo de interagoes
farmaco-farmaco nos transportadores placentarios (60).

Como referido anteriormente, a placenta é um orgao que sofre alteragoes
morfoldgicas durante a gestagao, alterando também os mecanismos de transporte.
Consequentemente, este modelo apresenta a desvantagem de ser apenas realizado em
placenta de 3° trimestre (tecido de pré-termo e termo) e nao poder ser usado para
determinar a transferéncia no [|° trimestre, por nao refletir a organizagao, fungao e
metabolismo da placenta imatura (8,12,71). Além disso, o facto de existir variagao

interindividual levanta questoes relativamente ao numero de placentas que sao necessarias
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para validar o método (12). Também nao considera fatores farmacocinéticos como a ligagao
as proteinas plasmaticas, eliminagao e distribuicao entre os compartimentos materno-fetal.
Apesar de se poder adicionar proteinas ao meio de perfusao, é dificil mimetizar as condigoes
fisiologicas, uma vez que in vivo existem numerosas proteinas e fatores endégenos (60).

Outras desvantagens deste método sao que o tempo durante o qual se pode fazer a
analise é critico, porque este utiliza tecido que vai perdendo viabilidade (66); o seu custo
relativamente elevado e o facto de apenas um lébulo de cada placenta ser adequado para a

perfusao, o que nao permite que seja feito um ensaio de controlo em paralelo (76).

Artéria
C_————1
materna ~ Local de
EOE) ® l ®- amostragem
Q4 L 4
[ =3 Artéria Fetal
Veia materna | I :
(@)
I Veia ég
Camara de Fetal
perfusdo em banho A
maria a 37°C
95% O,, 5% CO,
95% N,
5% CO,
Reservatorio Reservatério Fetal
materno

Figura 4 — Representacdo do processo de dupla perfusiao da placenta. Adaptado de (60)

3.4. Avaliacao das concentra¢des plasmaticas no sangue materno e cordio
umbilical
Estes estudos baseiam-se na medicao das concentragoes do fairmaco no sangue do
cordao umbilical (sangue arterial, venoso ou mistura) e no sangue venoso materno no
momento do parto ou apos a toma crénica durante a gravidez (estado estacionario)(60).
Nestes estudos nio podem ser utilizados novos farmacos ou substancias téxicas por
questoes éticas (74). Permitem quantificar as concentragoes de xenobidticos no estado
estacionario e estimar a exposigao fetal in vivo (60,77).
Na avaliagao da transferéncia placentaria de farmacos devem ser realizadas medigoes

na veia que recebe o sangue da placenta (veia umbilical). Através da diferenca de
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concentragoes entre a veia umbilical e a artéria é possivel retirar conclusdes sobre a
distribuicdo de farmacos e o metabolismo fetal, uma vez que na veia umbilical as
concentragoes de farmaco sao mais elevadas que no sangue do cordao umbilical misturado
ou arterial. No entanto, nao é possivel, a partir do sangue do cordao umbilical, determinar
se ha acumulagao (60).

A medicao é feita apenas a um tempo, numa populagao reduzida, e esta sujeita a
variagoes como a contaminagao da amostra, o tempo e local de recolha da amostra,
diferencgas interindividuais e duragdo da exposi¢ao. As concentragoes séricas de sangue
venoso nao refletem as concentrages da placenta e podem depender dos tecidos irrigados
pela veia (60).

A amostragem do sangue do cordio umbilical no momento do parto é de facil
acessibilidade e eticamente aceitavel. Apesar de existirem técnicas recolha de amostras de
sangue da veia e artéria do cordao umbilical enquanto o feto ainda esta no Utero, estas
técnicas apenas sao utilizadas quando clinicamente indicadas (74). Assim, a principal utilidade
deste modelo é fornecer evidéncias in vivo do transporte transplacentario em determinada
fase gestacional. Consoante a indicagao terapéutica, € esperado que o composto tenha um
transporte transplacentdrio alto (ex. antibidtico para tratar corioamnionite) ou baixo (ex.
tratar patologia da gestante) (78).

Estes estudos apresentam como desvantagem o facto de nao fornecerem informagao
sobre a cinética de transferéncia nem permitirem avaliar o papel dos transportadores
placentarios (8).

A Tabela 4 resume os modelos apresentados anteriormente.
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Tabela 4 — Vantagens e desvantagens dos modelos experimentais utilizados para avaliacdo da
transferéncia placentaria

Modelo
experimental

Vantagens

Desvantagens

Referéncias

Culturas celulares
primarias humanas
de citotrofoblasto

Estudos com virus.

Nao permite estudar o
xenobidticos;

Representa apenas as fases iniciais da gestagao;
Dificuldade em obter uma linha celular

reprodutivel.

transporte  de

(12)

Estudo do mecanismo

Linhas celulares de Expressio de transportadores pode variar | (g ¢0)
trofoblasto de transferéncia, | entre culturas celulares;
humano fisiologia do trofoblasto | Ndo reflete a expressao e regulagio fisiologica;
e fungdo de barreira da | Nao possuem integridade anatémica;
placenta; Linhas celulares derivadas de carcinoma.
Modelos animais | Permite  estudar  a | Diferengas inter-espécies; (8.18)
transferéncia, Dificil extrapolar para humanos;
acumulagdo nos tecidos | Limitada ao estado estacionario.
e a toxicidade em
diferentes  fases da
gestagao.
Dupla perfusdo da |Semelhangas com a | Critérios nio padronizados; (18,60)
Placenta estrutura e integridade | Nao pode ser usada para determinar a
das células in vivo; transferéncia no |° trimestre;
Permite estudar  a | Nio considera alguns fatores farmacocinéticos.
distribuicao de
substratos enddgenos e
exdgenos;
Nao apresenta
problemas éticos.
Concentracées In vivo em humanos no | Nao podem ser utilizados novos farmacos ou (60)

plasmaticas no
sangue materno e
corddo umbilical

momento do parto;
Permite estimar a
exposicao fetal.

substancias toxicas por questdes éticas;
Medigao a um tempo;

Amostra reduzida;

Nao fornecem informacio sobre a cinética de
transferéncia;

Nao  permite avaliar o
transportadores placentérios.

papel  dos
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4. Consideracoes Finais

A mulher gravida pode contactar com farmacos de forma inadvertida, quando toma
medicagao e fica gravida inesperadamente; durante o tratamento de doengas croénicas; ou
durante o tratamento de doengas agudas que surjam na gravidez (61).

Consequentemente, sao varias as patologias que podem ocorrer na gravidez e que
necessitam da utilizagdo de farmacos. Por exemplo, a esquizofrenia, depressao e outros
distdrbios psiquiatricos que necessitam do uso de farmacos antipsicoticos ou antidepressivos
e podem nao apresentar dados clinicos suficientes que demonstrem seguranga na gravidez
(46); processos inflamatérios (vaginoses, infe¢oes do trato urinario, entre outras) que
podem resultar em complicagoes na gestagao e no parto; e o cancro, que apesar de ser
relativamente raro durante a gravidez, se tornou uma preocupagao, uma vez que a sua
incidéncia aumentou devido ao facto de a maternidade ser cada vez mais tardia (28). Apesar
de a quimioterapia ser considerada incompativel com o desenvolvimento fetal normal,
estudos recentes indicam que o tratamento das maes com um citostatico no 2° e 3°
trimestre nao influencia o desenvolvimento fetal (53).

Nesse sentido, ha cada vez mais necessidade de realizar estudos sobre os
transportadores placentarios, de forma a compreender a sua expressao, fungao, regulagao,
significado fisiopatoldgico e relevancia farmacologica. Isto é fundamental para garantir que os
medicamentos prescritos durante a gravidez sao seguros e eficazes, uma vez que os
transportadores controlam o transporte e concentragao de farmaco que chega ao feto (3).

Com a administragdo concomitante de farmacos podem ocorrer interagoes
medicamentosas na barreira placentaria se estes forem substratos ou inibidores dos
transportadores. A atividade do transportador podera ser alterada ou poderao ocorrer
interagoes entre os farmacos que originem alteragdes da concentragao de firmaco no
compartimento fetal e perda de eficicia terapéutica ou toxicidade. Por este motivo, ha
necessidade de mais estudos sobre a possibilidade de interagoes medicamentosas mediadas
por transportadores placentarios e sobre os mecanismos envolvidos (21).

Os transportadores ABC e SLC, para além de transportarem Xxenobioticos,
transportam também nutrientes. Os xenobidticos podem competir com os substratos
endogenos dos transportadores placentarios e interferir na entrega de nutrientes ao feto,
pelo que é necessario realizar estudos que ponderem a interagio entre os dois e a sua
influéncia no transporte entre feto e mae e no crescimento e desenvolvimento fetal (18).

A localizagdo e a expressao exata dos transportadores ao longo da gravidez é

controversa e até ao momento nao ha dados que relacionem a expressao do transportador
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e o sexo fetal. No entanto, sabe-se que os transportadores placentarios sao regulados por
hormonas e dai haver necessidade de esclarecer a eventual relagao (I8).

Por sua vez, os modelos placentarios utilizados no estudo do transporte de
xenobidticos precisam de melhor caracterizagao a nivel celular (expressio de enzimas,
transportadores, grau de passagem, fenotipo, diferenciagao) e de varios fatores externos
(condigoes de cultura, caracteristicas do suporte permeavel, condi¢des para realizar o
estudo). O futuro passara pela utilizagio de modelos como a placenta-on-a-chip, um sistema
micro-fisiologico baseado em células humanas que permite simular e quantificar o transporte
de farmacos através da placenta. Neste microchip, as células trofoblasticas e células
endoteliais sao cultivadas em oposi¢ao em uma membrana semipermeavel, sob condi¢oes de
fluxo (73). Utilizando a glibenclamida como firmaco-modelo, Blundell et al. (2018)
demonstrou que este sistema micro-fisiologico mimetiza a barreira placentaria humana e
prevé o transporte ativo de farmacos mediado por transportadores de efluxo.

A realizagao de mais estudos e o desenvolvimento de melhores modelos
experimentais permitira obter mais informagoes relativas a passagem de farmacos através da
placenta, de forma a fornecer a gravida nao s6 a medicagao mais eficaz para o tratamento da
patologia ou da sintomatologia que apresenta, mas também a que possui menores riscos

para o seu feto.

59



Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos

5. Referéncias Bibliograficas

. JOSHI, ANAND A, VAIDYA, S. S., ST-PIERRE, MARIE V., MIKHEEV, ANDREI M.,

DESINO, KELLY E., NYANDEGE, ABNER N., AUDUS, KENNETH L., UNADKAT,
JASHVANT D., GERK, JASHVANT D. - Placental ABC Transporters:
Biological Impact and Pharmaceutical Significance. Pharmaceutical Research.
33, 12 (2017) 2847-2878.

DAUD, A. N. A, BOERGMAN, . E. H., BAKKER, M. K., WANG, H., KERSJENS-
FREDERIKSE, W. S., WALLE, H. E. G,, GROEN, H,, BOS, J. H. J., HAK, E., WIFFERT
- P- Glycoprotein-Mediated Drug Interactions in Pregnancy and Changes
in the Risk of Congenital Anomalies: A Case-Reference Study. Drug Sdfety.
38,7 (2015) 651-659.

AL-ENAZY, S., AL, S., ALBEKAIRI, N., EL-TAWIL, M. & RYTTING, E. - Placental
control of drug delivery. Advanced Drug Delivery Reviews, 2016 (2016) 1-10.
MITCHELL, A. A, GILBOA, M., WERLER, M. M, KELLEY, K. E, LOIK, C,
HERNANDEZ-DIAS, S. - Medication use during pregnancy, with particular
focus on prescription drugs: 1976-2008. American Journal of Obstetrics and
Gynecology.205, (2011) 51.el-51.e8.

SEZGIN-BAYINDIR, Z., ELCIN, A. E., PARMAKSIZ, M., ELCIN, Y. M., YUKSEL, N. -
Investigations on Clonazepam Loaded Polymeric Micelle-like
Nanoparticles for Safe Drug Administration During Pregnancy. Journal of
Microencapsulation. (2018) 1-43.

VARGESSON, N. - Thalidomide-induced teratogenesis: History and
mechanisms. Birth Defects Res. Part C - Embryo Today Rev. 105, 2, (2015) 140- 156.
Anatomy Medical Pictures - Body organ diagrama woman. Anatomy Medical
Pictures. [Acedido a 20 de abril de 2018]. Disponivel na Internet:
http://anatomymedicalook.com/body-organ-diagram-woman/body-organ-diagram-
woman-human-body-organs-female-during-pregnancy-anatomy-body-system/
STAUD, F., CECKOVA, M. - Regulation of drug transporter expression and
function in the placenta. Expert Opin. Drug Metab. Toxicol. |1, 4, (2015) 533-555.
WALKER, R., WHITTLESE A, C. - Clinical pharmacy and therapeutics. 5a Ed.
London. Elsevier Ltd, 2012. ISBN 978-0-7020-4293-5.

. EVAIN-BRION, D., BERVEILLER, P., GIL, S. - Le passage transplacentaire des

medicaments. Société Francaise Pharmacol. Thérapeutique 69, |, (2014) 3—11.

COSTANTINE, M. M. - Physiologic and pharmacokinetic changes in
60



20.

21.

22.

23.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos

pregnancy. Front. Pharmacol. 5, (2014) 1-5.

. PROUILLAC, C, LECOEUR, S. - The role of the placenta in fetus exposure to

xenobiotics: importance of membrane transporters, human models for

transfer studies. Drug Metab. Dispos. 38, 10 (2010) 1623—-1635.

. DECHERNEY, A. H., NATHAN, L. - Obstetricia e Ginecologia: Diagnoéstico e

Tratamento. 9a Ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill. Current, 2005. ISBN: 85-86804-
34-7.

. GUNDACKER, C., NEESEN ], STRAKA, E., ELLINGER, |, DOLZING, H,

HENGSTSCHLAGER, M. - Genetics of the human placenta: implications for
toxicokinetics. Archives of Toxicology. 90,11 (2016) 2563-2581.

. PETROVIC, V., KOJOVIC, D., CRESSMAN, A, PIQUETTE-MILLER, M. - Maternal

bacterial infections impact expression of drug transporters in human

placenta. Int. Inmunopharmacol. 26, (2015) 349-356.

. MURTHI, P, ABUMAREE, M., KALIONIS, B. - Analysis of homeobox gene

action may reveal novel angiogenic pathways in normal placental
vasculature and in clinical pregnancy disorders associated with abnormal

placental angiogenesis. Front. Pharmacol. 5, (2014) 1-12.

. BENIRSCHKE, K., PETER, K., BAERGEN, R. - Pathology of the human placenta.

5a Ed. Springer US, 2006. ISBN 978-0-387-26742-5.

. WALKER, N., FILIS, P., SOFFIENTINI, U., BELLINGHAM, M., O’'SHAUGHNESSY, P.

J., FOWLER, P.A. - Placental transporter localization and expression in the
human: The importance of species, sex, and gestational age difference.

Biol. Reprod. 0, 0 (2017) 1-10.

. BLOISE, E., ORTIGA-CARVALHO, T. M., REIS, F. M,, LYE, S. ], GIBB, W. - ATP-

binding cassette transporters in reproduction: a new frontier. Hum. Reprod.
Update 22, 2 (2016) 164-18.

HASANABADY, M. H., KALALINIA, F. - ABCG2 inhibition as a therapeutic
approach for overcoming multidrug resistance in cancer. J. Biosci. 41, (2016)
313-324.

NI, Z, MAO, Q. - ATP-Binding Cassette Efflux Transporters in Human
Placenta. Curr. Pharm. Biotechnol. 12, 4 (2011) 674—685.

HUTSON, J. R,, KOREN, G., MATTHEWS, S. G. - Placental P-glycoprotein and
breast cancer resistance protein: Influence of polymorphisms on fetal
drug exposure and physiology. Placenta. 31, (2010) 351-357.

SUN, M, KINGDOM, |, BACZYK, D., LYE, S. J., MATTHEWS, S. G, GIBB, W.

61



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3.

32.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos
Expression of the Multidrug Resistance P-Glycoprotein, (ABCBI
glycoprotein) in the Human Placenta Decreases with Advancing
Gestation. Placenta 27, (2006) 602—609.

HITZL, M., SCHAEFFELER, E., HOCHER, B. SLOWINSKI, T. HALLE, H,
EICHELBAUM, M., KAUFMANN, P, FRITZ, P, FROMM, M. F, SCHWAB, M. -
Variable expression of P-glycoprotein in the human placenta and its
association with mutations of the multidrug. Pharmacogenetics. 14, (2004) 921-
925.

HEMAUER, S. |, NANOVSKAYA, T. N., ABDEL-RAHMAN, S. Z., PATRIKEEVA, S.
L., HANKINS, G.D.V.,, AHMED, M. S. - Modulation of human placental P-
glycoprotein expression and activity by MDRI gene polymorphisms.
Biochem Pharmacol. 79, 6 (2010) 921-925.

LANKAS, G. R,, WISE, L. D., CARTWRIGHT, M. E, PIPPERT, T., UMBENHAUER,
D. R. - Placental P-glycoprotein deficiency enhances susceptibility to
chemically induced birth defects in mice. Reprod. Toxicol. 12, 4 (1998) 457—463.
SMIT, J. W, HUISMAN, M. T, VAN TELLINGEN, O. WILTSHIRE, H. R,
SCHINKEL, A. H. - Absence or pharmacological blocking of placental P-
glycoprotein profoundly increases fetal drug exposure. J. Clin. Invest. 104, 10
(1999) 1441-1447.

LEE, N. Y, LEE, H. E, KANG, Y. S. - Ildentification of P-glycoprotein and
transport mechanism of paclitaxel in syncytiotrophoblast cells. Biomol. Ther.
22,1 (2014) 68-72.

LIAO, M. Z, GAO, C, SHIREMAN, L. M, PHILLIPS, B., RISLER, L. |,
NERADUGOMMA, N.K.,, CHOUDHARI, P., PRASAD, B., SHEN, D., MAO, Q. - P-
gp/ABCBI| exerts differential impacts on brain and fetal exposure to
norbuprenorphine. Pharmacol. Res. 119, (2017) 61-71.

BHUIYAN, M., PETROPOULOS, S., GIBB, W., MATTHEWS, S. G. - Sertraline
alters multidrug resistance phosphoglycoprotein activity in the mouse
placenta and fetal blood-brain barrier. Reprod. Sci. 19, 4 (2012) 407—415.
GAHIR, S. S, PIQUETTE-MILLER, M. - The role of PXR genotype and
transporter expression in the placental transport of lopinavir in mice.
Pharmaceutics 9, 49 (2017) 1-10.

PASCOLO, L., FERNETTIl, C., PIRULLI, D., CROVELLA, S, AMOROSO, A,
TIRIBELLIA, C. - Effects of maturation on RNA transcription and protein

expression of four MRP genes in human placenta and in BeWo cells.

62



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos
Biochem. Biophys. Res. Commun. 303, (2003) 259-265.
SCHWABEDISSEN, H. E. M. Z,, JEDLITSCHKY, G., GRATZ, M., HAENISCH, S,
LINNEMANN, K., FUSCH, C, CASCOREBI, I, KROEMER, H. K. - Variable
expression of MRP2 (ABCC2) in human placenta: Influence of gestational
age and cellular differentiation. Drug Metab. Dispos. 33, 7 (2005) 896—904.
SCHWABEDISSEN, H. E. U. M. ZU, GRUBE, M., HEYDRICH, B., LINNEMANN, K,
FUSCH, C., KROEMER, H. K., JEDLITSCHKY, G. - Expression, Localization, and
Function of MRP5 (ABCCS5), a Transporter for Cyclic Nucleotides, in
Human Placenta and Cultured Human Trophoblasts. Am. J. Pathol. 166, |
(2005) 39-48.
STRAKA, E., ELLINGER, I, BALTHASAR, C., SCHEINAST, M., SCHATZ |,
SZATTLER, T., BLEICHERT, S, SALEH, L., KNOFLER, M., ZEISLER, H,
HENGSTSCHLAGER, M., ROSNER, M., SALZER, H., GUNDACKER, C. - Mercury
toxicokinetics of the healthy human term placenta involve amino acid
transporters and ABC transporters. Toxicology 340, (2016) 34—42.
BORST, P., EVERS, R, KOOL, M, WIJNHOLDS, J. - A Family of Drug
Transporters: the Multidrug Resistance-Associated Proteins. Jounal Natl.
Cancer Inst. 92, 16 (2000) 1295—1302.
WIJNHOLDS, J., MOL, C. A. A. M,, DEEMTER, L. V., HAAS, M., SCHEFFER, G. L,
BAAS, F., BEIJNEN, J. H., SCHEPER, R. ], HATSE, S., CLERCQ, E., BALZARINI, J.,
BORST, P. - Multidrug-resistance protein 5 is a multispecific organic anion
transporter able to transport nucleotide analogs. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
97, 13 (2000) 7476-7481.
YEBOAH, D. SUN, M., KINGDOM, J., BACZYK, D., LYE, S. ], MATTHEWS, S. G,,
GIBB, W. - Expression of breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2)
in human placenta throughout gestation and at term before and after
labor. Can. J. Physiol. Pharmacol. 84, (2006) 1251-1258.
WANG, H.,, ZHOU, L, GUPTA, A, VETHANAYAGAM, R. R, ZHANG, Y,
UNADKAT, J. D, MAO, Q. - Regulation of BCRP/ABCG2 expression by
progesterone and |7beta-estradiol in human placental BeWo cells. Am. |.
Physiol. Endocrinol. Metab. 290, (2006) E798-E807.
EVSEENKO, D. A, MURTHI, P, PAXTON, J. W.,, REID, G., EMERALD, B. S,
MOHANKUMAR, K. M., LOBIE, P. E., BRENNECKE, S. P., KALIONIS, B., KEELAN,
J. A. - The ABC transporter BCRP/ABCG?2 is a placental survival factor,

and its expression is reduced in idiopathic human fetal growth restriction.

63



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos
FASEB J. 21, (2007) 3592-3605.
JAVAM, M., AUDETTE, M. C, IQBAL, M,, BLOISE, E., GIBB, W., MATTHEWS, S. |. -
Effect of oxygen on multidrug resistance in term human placenta. Placenta
35, (2014) 324-330.
MASON, C. W., BUHIMSCHLI, I. A,, BUHIMSCHI, C. S,, DONG, Y., WEINER, C. P,,
SWAAN, P. W. - ATP-Binding Cassette Transporter Expression in Human
Placenta as a Function of Pregnancy Condition. Drug Metab. Dispos. 39, 6
(2011) 1000-1007.
LYE, P, BLOISE, E, NADEEM, L., GIBB, W., LYE, S. J, MATTHEWS, S. G. -
Glucocorticoids modulate multidrug resistance transporters in the first
trimester human placenta. J. Cell. Mol. Med. (2018) 1-9.
RIDANO, M. E, RACCA, A. C, FLORES-MARTIN, ], CAMOLOTTO, S. A,
POTAS, G. M., GENTI-RAIMONDI, S., PANZETTA-DUTARI, G. M. - Chlorpyrifos
modifies the expression of genes involved in human placental function.
Reprod. Toxicol. 33, (2012) 331-338.
NERADUGOMMA, N. K, LIAO, M. Z, MAO, Q. - Buprenorphine,
Norbuprenorphine, R-Methadone, and S-Methadone Upregulate
BCRP/ABCG2 Expression by Activating Aryl Hydrocarbon Receptor in
Human Placental Trophoblasts. Mol. Pharmacol. 91, (2017) 237-249.
BAI, M., MA, Z,, SUN, D., ZHENG, C, WENG, Y., YANG, X, JIANG, T,, JJIANG, H.
- Multiple drug transporters mediate the placental transport of sulpiride.
Arch. Toxicol. 91, (2017) 3873-3884.
STAUD, F., CERVENY, L., CECKOVA, M. - Pharmacotherapy in pregnancy;
Effect of ABC and SLC transporters on drug transport across the
placenta and fetal drug exposure. J. Drug Target. 20, 9 (2012) 736-763.
OBAIDAT, A, ROTH, M., HAGENBUCH, B. - The Expression and Function of
Organic Anion Transporting Polypeptides in Normal Tissues and in
Cancer. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 52, (2013) 135-151.
BERVEILLER, P., DEGRELLE, S. A., SEGOND, N., COHEN, H., EVAIN-BRION, D. -
Drug transporter expression during in vitro differentiation of first-
trimester and term human villous trophoblasts. Placenta 36, (2015) 93— 96.
VAHAKANGAS, K., MYLLYNEN, P. - Drug transporters in the human blood-
placental barrier. Br. J. Pharmacol. 158, (2009) 665-678.
BURCKHARDT, G. - Drug transport by Organic Anion Transporters
(OATS). Pharmacol. Ther . 136, (2012) 106—130.

64



52.

53.

54.

55.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos
MA, Z, YANG, X, JIANG, T., BAI, M., ZHENG, C, ZENG, S., SUN, D, JIANG, H. -
Multiple SLC and ABC transporters contribute to the placental transfer
of entecavir. Drug Metab. Dispos. 45, (2017) 269-278.
HOFMAN, J., KUCERA, R, NEUMANOVA, Z, KLIMES, J., CECKOVA, M., STAUD,
F. - Placental passage of olomoucine Il, but not purvalanol A, is affected by
p-glycoprotein (ABCBI1), breast cancer resistance protein (ABCG2) and
multidrug resistance-associated proteins (ABCCs). Xenobiotica 46, 5 (2015)
416-423.
NEUMANOVA, Z., CERVENY, L., GREENWOOD, S. L., CECKOVA, M., STAUD, F.
- Effect of drug efflux transporters on placental transport of antiretroviral
agent abacavir. Reprod. Toxicol. (2015) 1-7.
CHEN, Z., TIWARI, A. K. - Multidrug Resistance Proteins (MRPs/ABCCs) in
Cancer Chemotherapy and Genetic Diseases. Febs | 278, 18 (2012) 3226—
3245.

56. JIRASKOVA, L., CERVENY, L., KARBANOVA, S., PTACKOVA, Z., STAUD, F. -

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Expression of Concentrative Nucleoside Transporters (SLC28A) in the
Human Placenta; Effects of Gestation Age and Prototype Differentiation-
affecting Agents. Mol. Pharm. 15, 7 (2018) 2732-2741.

NEUMANOVA, Z., CERVENY, L., CECKOVA, M., STAUD, F. - Role of ABCBI,
ABCG2, ABCC2 and ABCCS5 transporters in placental passage of
zidovudine. Biopharm. Drug Dispos. 37,1 (2016) 28-38.

IKEDA, K., UEDA, C., YAMADA, K., NAKAMURA, A, HATSUDA, Y,
KAWANISHI, S, NISHIIl, S. , OGAWA, M. - Carrier -mediated placental
transport of cimetidine and valproic acid across differentiating JEG-3 cell
layers. Pharmazie 70, (2015) 471-476.

RUBINCHIK-STERN, M., SHMUEL, M., BAR, J., EYAL, S., KOVO, M. - Maternal-
fetal transfer of indocyanine green across the perfused human placenta.
Reprod. Toxicol. 62, (2016) 100—105.

HUTSON, J. R, DAVIS, A, KOREN, G. - The Human Placental Perfusion
Model: A Systematic Review and Development of a Model to Predict In

Vivo Transfer of Therapeutic Drugs. Clin. Pharmacol. Ther. (2011) 1-10.

INFARMED. - Gravidez e Utilizacdo Segura de Farmacos 12 Parte:
Intercorréncias Agudas. Bol. Farm. 5, 2 (2001) |-4.
CHMP. - EMEA/CHMP/313666/2005 - Guideline on the Exposure to

65



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos
Medicinal Products During Pregnancy: Need for Post-Authorisation Data.
Eur. Med. Agency (2005) 1-21.

LIU, F,, SOARES, M. |, AUDUS, K. L. - Permeability properties of monolayers
of the human trophoblast cell line BeWo. Am. . Physiol. 273, (1997) C1596—
Cl604.

AAGAARD, K. M, LAHON, A, SUTER, M. A, ARYA, R. P, SEFEROVIC, M. D.,
VOGT, M. V,, HU, M, STOSSI, F., MANCINI, M. A, HARRIS, R. A, KAHR, M,,
EPPES, C., RAC, M., BELFORT, M. A, PARK, C. S, LACORAZZA, D., RICO-HESSE,
R. - Primary Human Placental Trophoblasts are Permissive for Zika Virus
(ZIKV) Replication. Sci. Rep. 7, (2017) 1-14.

STEINBERG, M. L, ROBINS, J. C. - Cellular Models of Trophoblast
Differentiation. Semin. Reprod. Med. 34, (2016) 50-56.

GUPTA, R. C. - Reproductive and developmental toxicology. |a Ed. Londres:
Elsevier Inc., 201 1. ISBN 978-0-12-382032-7.

BORGES, M., BOSE, P.,, FRANK, H. G., KAUFMANN, P, POTGENS, A. |. G. - A
two-colour fluorescence assay for the measurement of syncytial fusion
between trophoblast-derived cell lines. Placenta 24, (2003) 959—964.

MITRA, P, AUDUS, K. L. - MRP isoforms and BCRP mediate sulfate
conjugate efflux out of BeWo cells. Int. J. Pharm. 384, (2010) 15-23.
HAHNOVA-CYGALOVA, L, CECKOVA, M, STAUD, F. - Fetoprotective
activity of breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2): Expression
and function throughout pregnancy. Drug Metab. Rev. 43, | (2011) 53-68.
CLABAULT, H., FLIPO, D., GUIBOURDENCHE, J., FOURNIER, T., SANDERSON,
T., VAILLANCOURT, C. - Effects of selective serotonin-reuptake inhibitors
(SSRIs) on human villous trophoblasts syncytialization. Toxicol. Appl.
Pharmacol. 349, (2018) 8-20.

ROTHBAUER, M., PATEL, N., GONDOLA, H., SIWETZ, M., HUPPERTZ, B., ERTL
P. - A comparative study of five physiological key parameters between
four different human trophoblast-derived cell lines. Sci. Rep. 7, (2017) 1-11.
NOGUCH,I, S., NISHIMURA, T., MUKAIDA, S., BENET, L. Z., NAKASHIMA, E.,
TOMI, M. - Cellular Uptake of Levocetirizine by Organic Anion
Transporter 4. |. Pharm. Sci. 106, (2017) 2895-2898.

BLUNDELL, C, YI, Y., MA, L, TESS, E. R, FARRELL, M. J, GEORGESCU, A,
ALEKSUNES, L. M, HUH, D. - Placental Drug Transport-on-a-Chip: A
Microengineered In Vitro Model of Transporter-Mediated Drug Efflux in

66



74.

75.

76.

77.

78.

Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos
the Human Placental Barrier. Adv. Healthc. Mater. 7, (2018) 1-9.
ALA-KOKKO, T. I, MYLLYNEN, P., VAHAKANGAS, K. - Ex vivo perfusion of
the human placental cotyledon: Implications for anesthetic
pharmacology. Int. J. Obstet. Anesth. 9, (2000) 26-38.
MATHIESEN, L., MOSE, T.,, MORCK, TJ., NIELSEN, J. K. S, NIELSENB, LK,
MAROUNC, L. L, DZIEGIELB, M. H., LARSEND, L. G, KNUDSENA, L. E. -
Quality assessment of a placental perfusion protocol. Reprod. Toxicol. 30,
(2010) 138-146.
NYE, G. A, INGRAM, E.,, JOHNSTONE, E. D., JENSEN, O. E., SCHNEIDER, H.,
LEWIS, R. M., CHERNYAVSKY, I. L, BROWNBILL, P. - Human placental
oxygenation in late gestation: experimental and theoretical approaches. |.
Physiol. (2018)
NEDA, A. N,, FAHIMEH, S., TAHEREH, Z. K, LEILA, F., ZAHRA, N., BAHMAN, C,,
NARGES, C. K. - Lead level in umbilical cord blood and its effects on
newborns anthropometry. |. Clin. Diagnostic Res. |1, 6 (2017) SCO1-SCO04.
BOURGET, P., ROULOT, C., FERNANDEZ, H. - Models for Placental Transfer
Studies of Drugs. Clin. Pharmacokinet. 28, 2(1995) 161-180.

67



Importdncia dos transportadores no controlo da exposicdo fetal a xenobidticos

6. Anexo |

Método de perfusio placentaria realizado na

Universidade de Toronto, Canada (60)

|. Recolha do tecido

2. ldentificagdo de um par artéria-veia fetal que fornece um cotilédone

3. Avaliacdo da superficie para confirmar que nao existem traumas e que esta intacta

4. Os vasos fetais sao canulados e o fluxo de perfusao é estabelecido

5. O Ibbulo é fixado numa cimara com o lado fetal para baixo e o excesso de tecido

placentario é retirado

6. A solugio salina tamponada presente na camara suporta o peso do Iébulo e a cimara é

colocada num banho de dgua para manter a temperatura fisioldgica

7. A perfusao do lado materno comega com a inser¢ao de agulhas com pontas frouxas no

espago interviloso (2-3 mm abaixo da superficie decidual)

8. As amostras da circulagio venosa materna sao colhidas a partir de multiplas aberturas

venosas na placa decidual

9. As circulagoes fetal (95% Nz / 5% de CO;) e materna (95% de O, / 5% de CO,) sao
controladas de forma independente. Para evitar a toxicidade associada a hiperoxia, alguns

grupos utilizam o ar atmosférico em vez de 95% de O, / 5% de CO..

10. O fluxo influéncia o tempo para alcancar a transferéncia transplacentaria e o estado
estacionario entre as circulagoes fetal e materna. Normalmente é de 3 e 12 ml/min para a

circulagao fetal e materna, respetivamente.

Il. Periodo de controlo: o sangue é lavado e os parimetros de linha de base sao

estabelecidos.

2. O farmaco é adicionado a circulacio materna ou fetal. O ensaio é realizado numa
configuracao fechada (recirculando) ou aberta (Unica passagem). A configuragao fechada
imita as condi¢des fisioldgicas e permite analisar a transferéncia de farmacos, bem como a
distribuicdo entre os compartimentos materno, placenta e feto. A configuragio aberta
permite calcular a clearance do farmaco no estado estacionario e avaliar o local de

acumulagao.

I3. Monitorizagao da viabilidade e da integridade da placenta, através da pressio da
circulagao fetal, pH, consumo de oxigénio, transferéncia fetal liquida de oxigénio, consumo
de glicose, produgao de lactato, e sintese e secrecao de proteinas, gonadotrofina coridnica

humana, lactogénio da placenta humana e leptina.

4. Comparagao dos resultados obtidos com resultados in vivo
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