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Resumo

A presente dissertacdo de mestrado encontra-se dividida em trés capitulos. No primeiro e
segundo capitulo encontram-se descritos os estagios realizados, respetivamente, em farmacia
comunitaria e farmacia hospitalar. Sao referidas as principais atividades desenvolvidas e
funcbes assumidas no Hospital Sousa Martins e na Farmacia Tavares, com destaque para a
importancia crescente do farmacéutico em equipas multidisciplinares de salide e como agente

de promocao de saude publica.

No terceiro capitulo encontra-se descrito o trabalho de investigacao desenvolvido no Centro

de Investigacao em Ciéncias da Salde da Universidade da Beira Interior.

A cannabis é a droga ilicita mais disponivel e mais consumida a nivel mundial, como tal torna-
se necessario dotar os laboratorios de metodologias mais céleres e eficazes de forma a
identificar e quantificar estas substancias psicoativas. O objetivo do trabalho de investigacao
foi o desenvolvimento e validacdo de um método analitico usando microextracao em seringa
empacotada e cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem, para a
determinacdao e quantificacdo do delta-9-tetrahidrocanabinol, 11-hidroxi- delta-9-
tetrahidrocanabinol e 11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocanabinol em amostras de plasma
humano. E de salientar que esta é a primeira vez que estes compostos sao determinados em

amostras de plasma com recurso a microextracao em seringa empacotada.

A elevada quantidade de interferentes bioldgicos existentes na matriz torna a preparacao das
amostras um passo fundamental no processo analitico. Desta forma procedeu-se a otimizacao
da técnica extrativa usando o planeamento fatorial, uma ferramenta estatistica aplicada ao
processo de decisao e que avalia de forma multivariada os fatores intervenientes na extracao.
As condicdes finais otimizadas foram: diluicdo da amostra (1:20), numero de aspiracoes pelo
dispositivo (26), quantidade de acido acético numa solucao de lavagem (3%), quantidade de
metanol noutra solucdo de lavagem (5%) e quantidade de hidréxido de amodnio na solucao de

eluicao (10%).

0O método foi validado seguindo critérios internacionais e os parametros estudados incluiram
linearidade, seletividade, limites de detecao (LOD) e quantificacao (LLOQ), precisao e
exatidao. O procedimento foi linear para o intervalo de concentracées de 0,1 (limite inferior
de quantificacdo - LLOQ) até 30 ng/mL, com coeficientes de determinacao (R2) superiores a
0,99 para todos os analitos. Precisoes intra- e inter-dia foram tipicamente inferiores a 15%
para todos os analitos a todas as concentracdes estudadas, enquanto a exatidao se situou

dentro do intervalo de +15%. As recuperacoes variaram entre 53% e 78%.
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O método validado mostrou ser aplicavel a analise de amostras reais, sendo entao uma
ferramenta vantajosa ndo s6 no ambito de analises de toxicologia clinica e forense, mas

também em analises de despiste de consumo de cannabis e derivados.

Palavras-chave

Farmacia comunitaria; Farmacia Hospitalar; Microextracdo em seringa empacotada;
Canabindides; GC-MS/MS.
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Abstract

This Master thesis is divided into three chapters. In the first and second chapters the
conducted internships are described, respectively, in community pharmacy and hospital
pharmacy. Here the main activities developed and duties undertaken at Hospital Sousa
Martins and at Farmacia Tavares are referred, with emphasis to the growing importance of
the pharmacist in multidisciplinary health care teams and as a promoting agent of public
health.

The third chapter describes the investigation work developed at Centro de Investigacao em

Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior.

Cannabis is the most available and consumed illegal drug worldwide, accordingly it becomes
necessary to provide laboratories with more prompt and effective methodologies to identify
and quantify these psychoactive substances. The goal of this research work was the
development and validation of an analytic method using microextraction by packed sorbent
and gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry, for determination and
quantification of delta-9-tetrahydrocannabinol, 11-hydroxi-delta-9-tetrahydrocannabinol and
11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahydrocannabinol in human plasma samples. It should be noted
that this is the first time that these compounds are determined in plasma samples through

microextraction by packed sorbent.

The high quantity of existing interfering compounds in biological matrices makes sample
preparation the fundamental step in the analytic process. Thus the optimization of the
extractive technique using factorial design, a statistic tool applied to the decision process and
which evaluates the extraction factors in a multivaried way. The final optimized conditions
were: dilution of the sample (1:20), number of strokes (26), amount of acetic acid in a
washing solution (3%), amount of methanol in another washing solution (5%) and amount of

ammonium hydroxide in the elution solution (10%).

The method was validated following international criteria and the studied parameters
included linearity, selectivity, limits of detection (LOD) and quantification (LLOQ), precision
and accuracy. The procedure was linear for concentrations ranging from 0.1 (lower limit of
quantification - LLOQ) to 30 ng/mL, with determination coefficients (R?) higher than 0.99 for
all analytes. Intra- and inter-day precisions were typically lower than 15% for all analytes at
all studied concentrations, while the accuracy remained between a +15% interval. Recoveries
ranged from 53% to 78%.



The method was shown to be applicable to real samples, therefore being a powerful tool not
only within clinical and forensic toxicology, but also assessing cannabis and derived products

consumption.

Keywords

Community pharmacy; Hospital pharmacy; Microextraction by packed sorbent; Cannabinoids;
GC-MS/MS.
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Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais metabolitos em amostras de plasma com recurso
a microextracdo em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de espectrometria de massa em tandem.
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Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais metabolitos em amostras de plasma com recurso
a microextracdo em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de espectrometria de massa em tandem.

Introducao

Um estagio pode ser compreendido como um periodo de ensinamento que permite ao
estagiario ter contato com os conhecimentos praticos das suas funcdes profissionais,
favorecendo assim a articulacao dos conhecimentos teoricos adquiridos com a sua aplicacao

pratica.

De entre todas as areas de atividade farmacéutica, a farmacia comunitaria além de ser a area
que engloba um maior nimero de farmacéuticos, € também a face mais visivel da profissao.
As funcdes assumidas pelo farmacéutico comunitario na sociedade portuguesa traduzem-se
numa afirmacao crescente que ultrapassa o seu papel enquanto especialista do medicamento.
Em farmacia comunitaria o farmacéutico nao dispensa apenas medicamentos, o
aconselhamento sobre o uso racional dos farmacos e a monitorizacdo dos utentes sao

conceitos indissociaveis da boa pratica farmacéutica.

0 estagio a que este relatorio se reporta foi realizado entre os dias 25 de marco e 28 de junho
de 2013, na Farmacia Tavares, sob a direcao técnica da Doutora Joana Cabral. E da maior
importancia para os alunos do mestrado integrado em Ciéncias Farmacéuticas realizarem um
periodo de estagio em farmacia comunitaria, pois é através dele que se completa o ciclo

académico e se faz a ligacao entre este e a vida profissional.

Neste relatorio nao se pretende fazer uma descricdo exaustiva do que é o farmacéutico
comunitario e das leis que delimitam o seu trabalho, mas sim mostrar os conhecimentos
adquiridos, tarefas realizadas e experiéncias sentidas durante o decorrer do estagio em

farmacia comunitaria.

1.0rganizacao da Farmacia

1.1 - Localizagao, espaco fisico e divisées funcionais

A Farmacia Tavares esta situada na Avenida Cidade de Saffed, na cidade da Guarda,
encontrando-se devidamente sinalizada por um letreiro com a inscricdo “Farmacia Tavares” e
uma cruz verde que se encontra iluminada nos horarios de servico da mesma. Na
generalidade, as caracteristicas, os equipamentos e os espacos da farmacia estdo de acordo
com o manual de boas praticas farmacéuticas para a farmacia comunitaria, " sendo no
entanto de salientar a ndao implementacao de um circuito fechado de imagens por video, para

seguranca quer dos profissionais envolvidos, quer dos utentes.



Em termos de divisdes funcionais, esta é constituida pela area de atendimento ao publico e
um espaco interior, que nao é acessivel aos utentes, exceto em caso de necessidade.

Na area de atendimento ao publico, além de se encontrarem expostos todos os produtos de
venda na farmacia que nao sdo considerados medicamentos, existem trés balcoes de
atendimento devidamente equipados, um servico sanitario (Wc) e uma sala de atendimento
farmacéutico, que permite privacidade e confidencialidade para a prestacao de servicos
farmacéuticos (medicdo de parametros bioquimicos e biologicos e administracao de vacinas),
ou outros servicos prestados pela farmacia (consultas de nutricdio e massagens de

relaxamento corporal).

Na zona mais interior da farmacia encontram-se as areas de armazenamento dos
medicamentos de uso humano sujeitos a receita média, as areas de armazenamento de
medicamentos de uso humano nao sujeitos a receita média, a area de armazenamento de
medicamentos de uso veterinario, a area de armazenamento dos excessos de produtos de
venda livre bem como a camara fria para armazenamento de medicamentos de uso humano
que requerem temperaturas de armazenamento entre dois e oito graus celsius. Ainda se
encontra nesta parte a area de rececdo e conferéncia de encomendas, o laboratério, os
vestiarios e uma zona ampla que engloba o gabinete da diretora técnica, a copa, biblioteca e

zona de descanso do pessoal.

1.2 - Recursos humanos

E nos recursos humanos que assenta a base do bom funcionamento de qualquer farmacia,
sendo de extrema importancia que estes se encontrem ajustados a realidade da mesma quer

em nUmero, quer em conhecimentos.

A propriedade e direcdo técnica pertence a Doutora Joana Cabral, sendo da sua
responsabilidade assegurar um correto e adequado funcionamento da farmacia. Fazem

também parte das competéncias especificas do diretor técnico os seguintes pontos: 2!

e Assumir a responsabilidade pelos atos farmacéuticos praticados na farmacia;

e Garantir a prestacao de esclarecimentos aos utentes sobre o modo de utilizacao
dos medicamentos;

¢ Promover o uso racional do medicamento;

e Assegurar que os medicamentos sujeitos a receita médica so sao dispensados aos
utentes que a nao apresentem em casos de forca maior, devidamente
justificados;

* Manter os medicamentos e demais produtos fornecidos em bom estado de
conservacao;

e Garantir que a farmacia se encontre em condicdes de adequada higiene e

seguranca;
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e Assegurar que a farmacia disponha de um aprovisionamento suficiente de
medicamentos;

e Zelar para que o pessoal que trabalha na farmacia mantenha, em permanéncia, o
asseio e a higiene;

e Verificar o cumprimento das regras deontologicas da atividade farmacéutica;

e Assegurar o cumprimento dos principios e deveres previstos na legislacdo

reguladora da atividade farmacéutica.

O diretor técnico pode ser coadjuvado por farmacéuticos e por pessoal devidamente
habilitado, sob a sua direcdo e responsabilidade. ! A farmacia conta ainda com duas técnicas

de diagnostico e terapéutica e duas auxiliares técnicas.

E de salientar que, dentro das competéncias e conhecimentos de cada um, todas as pessoas
que trabalham na Farmacia Tavares sdao dotadas de polivaléncia dentro da farmacia,
colaborando ndo s6 nas funcbes de atendimento, mas também na arrumacdo dos

medicamentos.
1.3 - Equipamentos e Material

Todas as farmacias devem possuir equipamentos necessarios as funcdes e servicos que
desempenham. Tendo em conta as suas atividades especificas, a Farmacia Tavares possui
material de laboratorio (balanca analitica, material de vidro, pedra marmore e espatulas),
material necessario para as medicdes dos parametros bioquimicos e fisiologicos efetuadas na
farmacia (colesterol total, triglicéridos, acido Urico, indice de glicémia e tensado arterial) e
restante material necessario ao atendimento. Por fim, podemos ainda referir os
equipamentos existentes em varias seccoes da farmacia que permitem a monitorizacdo da
temperatura e humidade, bem como a camara fria, na qual se armazenam os produtos que

devem ser mantidos sob refrigeracao.
1.4 - Sistema informatico

0 sistema informatico utilizado na farmacia Tavares € o Sifarma 2000, da Associacdo Nacional
de Farmacias (ANF). Este sistema facilita o atendimento através da consulta de informacao
sobre contraindicagdes, interacdes, efeitos secundarios, posologias habituais e outros dados
cientificos considerados relevantes para uma eficiente dispensa do medicamento. E através
deste sistema que se realiza a gestdao de encomendas, stocks, devolucoes e prazos de

validade.

O Sifarma 2000 permite ainda a analise de vendas, o fecho do receituario mensal e outras

funcdes que nao foram possiveis de observar no decorrer do estagio.



2. Informacao e documentacao cientifica

2.1 - Biblioteca da farmacia e centros de informacao

No processo de cedéncia de medicamentos o farmacéutico deve obrigatoriamente dispor de
acesso fisico ou eletronico que contenha informacao sobre indicacdes, contraindicacdes,

interacdes, posologia e precaucdes a ter em conta com a utilizacao dos medicamentos. '

De forma a completar as informagdes disponiveis no Sifarma 200, a Farmacia Tavares possui
uma “mini” biblioteca constituida por fontes de informacao cientifica crediveis. Entre os
livros e documentos existentes sdo de destacar a Farmacopeia Portuguesa, o Prontuario
Terapéutico, o indice Nacional Terapéutico e o Formulario Galénico Portugués. A Biblioteca

possui ainda diversas obras nos dominios da dermatologia, veterinaria, nutricao e pediatria.

Apesar de toda a pandplia de fontes de informacdo existentes, o trabalho multivariado
prestado na farmacia leva, pontualmente, a ocorréncia de situacdes que necessitam de
informacao mais especifica ou detalhada, que é facultada pelos centros de documentacéo e
informacao disponibilizados pela Autoridade Nacional do Medicamento (INFARMED), ANF e

Ordem dos Farmacéuticos (OF).

No decorrer do estagio foi necessario recorrer a um destes centros de informacdo para
verificar se uma determinada associacao de Paracetamol e Codeina era comercializada no
nosso pais, tendo-me sido dado o privilégio de proceder ao contato com o Centro de

Informacao de Medicamentos (CEDIME) da ANF, para proceder ao esclarecimento da duvida.

3. Medicamentos e outros produtos de Saude

3.1 - Medicamentos de uso humano

Segundo o Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de Agosto, um medicamento é definido “como
toda a substdncia ou associacGo de substdncias apresentada como possuindo propriedades
curativas ou preventivas de doencas em seres humanos ou dos seus sintomas ou que possa ser
utilizada ou administrada no ser humano com vista a estabelecer um diagndstico médico ou,
exercendo uma acdo farmacoldgica, imunoldgica ou metabdlica, a restaurar, corrigir ou

modificar funcées fisiolégicas.” P!

Os medicamentos podem ser classificados, quanto & dispensa ao publico, em: P!
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e Medicamentos sujeitos a receita médica;

¢ Medicamentos nao sujeitos a receita médica.

Dentro dos medicamentos para uso humano existem determinadas categorias que apresentam
algumas especificidades e que se encontram devidamente enquadradas por legislacao propria.
As categorias de medicamentos para uso humano mais importantes encontram-se descritas

nos seguintes pontos.

3.2 - Medicamentos genéricos

Os medicamentos genéricos podem ser definidos como “medicamentos com a mesma
composicdo qualitativa e quantitativa em substdncias ativas, a mesma forma farmacéutica e
cuja bioequivaléncia com os medicamentos de referéncia haja sido demonstrada por estudos

de biodisponibilidade apropriados.” P!

3.3 - Psicotropicos e estupefacientes

Os psicotropicos e estupefacientes sdo uma classe de medicamentos utilizados na terapéutica
de diversas doencas, algumas com elevada incidéncia na populacdo. Sao no entanto produtos
associados a atos ilicitos, recebendo especial atencao por parte das autoridades competentes,

que os tornam num dos tipos de substancias mais controlados em todo o mundo. !

Apesar das suas propriedades benéficas, estas substancias apresentam alguns riscos, podendo
induzir quer habituacdo quer dependéncia fisica ou psiquica. Por esta razao, é fundamental

que sejam utilizadas no &mbito clinico e de acordo com indicacdo médica.
3.4 - Medicamentos Manipulados

Um medicamento manipulado “é qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado
e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”, correspondendo uma formula
magistral “a qualquer medicamento preparado numa farmdcia de oficina ou servicos
farmacéuticos hospitalares, segundo uma receita médica e destinado a um doente
determinado, e um preparado oficinal a “qualquer medicamento preparado segundo as
indicacées compendiais de uma farmacopeia ou de um formuldrio oficial, numa farmdcia de
oficina ou em servicos farmacéuticos hospitalares, destinado a ser dispensado diretamente

aos doentes assistidos por essa farmdcia ou servico.” P>



3.5 - Medicamentos Homeopaticos

Medicamento homeopatico € um “medicamento obtido a partir de produtos ou composicoes
denominadas “matérias-primas homeopdticas”, de acordo com o processo de fabrico
homeopdtico descrito na Farmacopeia Europeia ou, quando dela ndo conste, nas

farmacopeias de qualquer Estado Membro da Unido Europeia.” V']

3.6 - Medicamentos a base de plantas

Entende-se por medicamento a base de plantas, “qualquer medicamento que tenha
exclusivamente como substdncias ativas uma ou mais substdncias derivadas de plantas, uma
ou mais preparacdes a base de plantas ou uma ou mais substdncias derivadas de plantas em

associacdo com uma ou mais preparacées a base de plantas.” 1!

4. Aprovisionamento e armazenamento

4.1 - Gestao de stocks. Pedidos, rececao e devolucées de

encomendas

4.1.1 - Gestdo de stocks

A gestdo de stocks € um processo fundamental para o bom funcionamento da farmacia, pois
se esta nao for corretamente efetuada podera existir excesso ou falta de medicamentos. Para
que a gestao de stocks seja bem efetuada é essencial um conhecimento dos medicamentos
com maior e menor rotacao, bem como a capacidade de prever os periodos em que um

determinado medicamento podera ter um aumento de vendas.

Na Farmacia Tavares, o procedimento normal de gestao de stocks dos produtos existentes é
feito de forma automatica, pelo programa Sifarma 2000. Com base na rotatividade de cada
produto sdo estabelecidos os stocks minimos e maximos necessarios, para o normal
funcionamento da farmacia e é definido o ponto de encomenda de cada produto. A excecédo a
esta regra acontece nos dias anteriores aos servicos, em que ocorre um reforco dos niveis de

certos produtos, como acontece com os antibioticos.

Alguns stocks também sofrem variacao sazonal, sao disto exemplo os medicamentos utilizados

para diminuir os sinais e sintomas associados a gripes e constipacoes.
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4.1.2 - Pedidos de encomendas

As farmacias podem adquirir produtos junto de diferentes entidades, nomeadamente
armazéns de distribuicdo grossista de medicamentos e produtos sanitarios, ou diretamente ao

laboratorio responsavel pelo fabrico ou importacao dos mesmos.

Na Farmacia Tavares a reposicao diaria de stocks, feita em funcao do movimento da farmacia,
é feita geralmente ao fim do dia pela diretora técnica para os dois principais grossistas com
quem a farmacia trabalha (Udifar e Cooprofar), sendo que a preferéncia por um ou outro
depende muitas vezes dos precos praticados e de campanhas existentes. Para efetuar a
encomenda é gerada, de forma automatica pelo Sifarma 2000, uma lista com os produtos que
se encontram abaixo do ponto de encomenda, que é enviada por modem aos armazéns de
distribuicdo grossista apos aprovacdo pela diretora técnica. Além das encomendas diarias sao
também efetuadas varias encomendas pontuais, maioritariamente por telefone, de forma a

suprimir necessidades mais urgentes de aprovisionamento.

Apesar de se trabalhar em conjunto com varios grossistas, nem sempre os produtos requeridos
na nota de encomenda chegam a farmacia no nimero pretendido. Desta forma, também sao
efetuadas encomendas diretamente aos laboratorios de forma a evitar rutura de stocks, ou
mesmo para aproveitar condicées vantajosas que estes oferecem aquando da compra de um

grande nimero de unidades de um certo produto.

Durante o estagio, a realidade das encomendas foi algo com o qual me familiarizei de forma
particular, visto que todos os dias era responsavel por contactar telefonicamente os armazéns
de distribuicao grossista, com vista a conseguir assegurar o fornecimento de produtos
essenciais que, por variadas razbes, ndao eram enviados na encomenda. Também me foi
permitido, com supervisao da Doutora Joana, analisar e aprovar varias notas de encomenda

diarias.
4.1.3 - Rececado de encomendas

A Rececdo das encomendas € quase sempre a primeira etapa de qualquer estagiario que
chega a farmacia, ja que permite a familiarizacdo com marcas, nomes comerciais, formas
farmacéuticas, dosagens e tamanhos das embalagens de medicamentos existentes no

mercado. O meu estagio ndo foi excecao.

Sempre que uma encomenda chega a farmacia é necessario dar entrada da mesma. Todas as
encomendas tém de ser acompanhadas pela respetiva guia ou fatura, onde se deve confirmar
que a encomenda é mesmo destinada a farmacia em questdo. No caso dos fornecedores

habituais, das encomendas diarias, o colaborador das entregas deixa a encomenda na



farmacia para ser dada entrada da mesma. No caso de encomendas excecionais e entregues

em mao, € necessario assinar e carimbar a guia ou fatura.

,

De seguida, o Sifarma 2000 possibilita um menu de rececdao de encomendas, e a mesma €
feita através da leitura otica dos produtos. E necessario confirmar a data de validade, o preco
de custo e o preco impresso na cartonagem de cada medicamento. Tem sempre de se
confirmar se a quantidade real enviada pelo fornecedor é a mesma que vem descrita na

fatura, pois pode haver discrepancias.

Se o produto existe na farmacia pela primeira vez, é necessario criar a ficha do produto, para
que se possa dar entrada do mesmo. Ao criar a ficha, coloca-se o stock minimo e maximo e o

ponto de encomenda, para que esse produto possa ser encomendado quando necessario.

Depois de todos os produtos terem sido rececionados, confirma-se o preco de custo da fatura
com o calculado pelo programa. Qualquer nao conformidade detetada deve ser comunicada

imediatamente ao fornecedor em questao.

E também importante verificar se os medicamentos que entram na farmacia tém um prazo de
validade razoavel, se as matérias-primas para manipulacdo vém acompanhadas de boletim de
analise e se os psicotropicos e estupefacientes vém com a respetiva requisicdo (original e
duplicado). No fim de se rececionar a encomenda, o duplicado da fatura é assinado e

posteriormente arquivado, enquanto o original segue para a contabilidade.
4.1.4 - Devolugcoes de encomendas

Ha situacdes em que é preciso proceder a devolucdo de produtos apds a sua rececao. E o caso
de produtos nao pedidos que sao enviados, produtos danificados ou com prazo de validade
muito curto. Sdo também efetuadas devolucbes de produtos existentes na farmacia cujo

prazo de validade é igual ou inferior a trés meses e produtos/lotes retirados de mercado.

Para proceder a devolucao, é necessario discriminar qual o motivo, o fornecedor e o nimero
da fatura/guia. As devolugdes sao efetuadas mediante uma nota de devolucao que é emitida
em quadruplicado (carimbada e rubricada pelo operador), sendo que duas copias permanecem

na farmacia e duas sdo encaminhadas para o fornecedor.

O fornecedor pode aceitar ou ndao o pedido. Se aceitar, a regularizacao pode ser realizada
mediante o produto conforme, ou mediante uma nota de crédito. Se ndo aceitar, os produtos
em questdo sdo devolvidos a farmacia e posteriormente sdao entregues as financas para estas

procederem ao reembolso do Imposto sobre o Valor Acrescentado (IVA).
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4.2 - Armazenamento

Devido ao elevado nimero de produtos existentes na farmacia, o armazenamento dos mesmos
é de bastante importancia para o bom funcionamento diario da mesma. O armazenamento
deve ser feito de forma cuidada e deve ter em conta as especificidades inerentes a cada
produto. As condicoes de iluminacao, temperatura, humidade e ventilacao das zonas de
armazenamento devem respeitar as exigéncias especificas dos medicamentos, quimicos,
matérias-primas, materiais de embalagem e outros produtos farmacéuticos. M Estas
condicdes sdo medidas e registadas, de forma continua, pelos equipamentos de monitorizacao

da temperatura e humidade anteriormente referidos.

Existem na Farmacia Tavares zonas chave de armazenamento, estando os produtos

armazenados por categorias e por formas farmacéuticas.

Na zona de atendimento ao publico encontram-se expostos os produtos de venda livre que nao
sdo medicamentos, alguns dispositivos médicos, bem como as diferentes gamas de cosmética
e dermocosmética, dermocosmética infantil e puericultura. Algum excesso destes produtos

que nao se consiga expor é armazenado em local proprio na zona mais interior da farmacia.

Logo atras dos balcoes de atendimento encontram-se expostos e armazenados os produtos
fitoterapéuticos, os suplementos alimentares, os produtos homeopaticos e os medicamentos
nao sujeitos a receita média. Esta é uma zona que se encontra a vista dos utentes mas nao ao
seu alcance. Também os produtos expostos nesta area possuem por excesso de stock que é

armazenado em areas especificas no interior da farmacia.

Com relacdo aos medicamentos sujeitos a receita médica, estes sdo guardados dentro de
prateleiras proprias, sendo que os medicamentos “originais” ou de “marca” se encontram
armazenados numa zona e os medicamentos genéricos noutra. Em ambos os casos encontram-
se organizados por ordem alfabética (por nome comercial e denominacdo comum
internacional respetivamente) e separados por formas farmacéuticas. Os excessos de stock
encontram-se também armazenados em zonas especificas do interior da farmacia, seguindo as
mesmas premissas aqui apresentadas. Nesta mesma zona, separados dos demais, também se

encontram armazenados os medicamentos de uso veterinario.

Os estupefacientes encontram-se armazenados num local a parte que ndo se encontra
identificado devido a possibilidade de furto. As matérias-primas utilizadas no fabrico de
manipulados, o soro fisioldgico, o alcool, a agua destilada e a betadine, encontram-se
armazenados em lugares distintos do laboratério. E também importante voltar a referir o
frigorifico existente que serve de local de armazenamento para os medicamentos que

necessitam de ser armazenados a uma temperatura de dois a oito graus celsius.
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5. Interacdo Farmacéutico-Utente-Medicamento

Para que o farmacéutico preste um bom atendimento necessita sentir-se seguro e confiante
daquilo que esta a fazer. Um atendimento nunca é igual ao anterior, devendo o farmacéutico
mostrar versatilidade e adaptabilidade as necessidades de cada utente de forma a agrada-lo e

conseguir assim que este se fidelize naquela farmacia.

Quando o utente chega a farmacia com uma prescricdo médica o atendimento € mais simples,
ja que “apenas” temos de dispensar o que o médico prescreveu e educar o utente para uma

toma responsavel da medicacao, esclarecendo também as dividas por este apresentadas.

Quando chega a farmacia um utente que ndo tem prescricdo médica ou que recorre em
primeiro lugar a farmacia, temos de aconselha-lo da melhor forma. Temos de questionar o
utente acerca dos seus sintomas para poder efetuar a dispensa do medicamento mais

apropriado, tendo sempre em conta que a automedicacao € algo a ser evitado.

Em ambas as situacoes, a dispensa de medicacao nao deve ser vista como um ato fechado em
si, mas como um ato praticado por um profissional de salde e cujas implicacdes ao nivel de
salde publica sao de importancia comprovada. Desta forma o farmacéutico deve adequar a
sua linguagem ao nivel sociocultural de cada utente. Deve ser transmitida informacao verbal
e escrita, relativamente a posologia e ao modo de administracao dos medicamentos. Sempre
que o estado fisiologico ou patologico do utente ou o medicamento em questdo o exigirem,
deve ainda ser transmitida ao utente informacao relativa a preocupacdes de utilizacao,
contraindicacées e reacdes adversas. A informacao prestada deve ser simples, clara,

compreensivel e respeitar a capacidade de decisao do utente. [

6.Dispensa de medicamentos

A dispensa, ou cedéncia, de medicamentos é o ato profissional em que o farmacéutico, apods
avaliacdo da medicacdo, cede medicamentos ou substancias medicamentosas aos doentes
mediante prescricdo médica ou em regime de automedicacdo ou indicacdo farmacéutica,
acompanhada de toda a informacéo indispensavel para o correto uso dos medicamentos. Na
cedéncia de medicamentos o farmacéutico avalia a medicacao dispensada, com o objetivo de
identificar e resolver problemas relacionados com os medicamentos (PRM), protegendo o

doente de possiveis resultados negativos associados a medicacao. "
O procedimento geral para uma correta cedéncia de medicamentos é o seguinte: !"!

* Rececao da prescricao e confirmacao da sua validade/autenticidade;
e Avaliacdo farmacoterapéutica da prescricdo, indicacdo/automedicacao pelo

farmacéutico;
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* Intervencao para resolver eventual PRM identificado;

* Entrega do medicamento/produto prescrito, indicado ou em automedicacao;

e Prestacdo de informagdes clinicas para garantir que o utente recebe e
compreende a informacao oral e escrita de modo a retirar o maximo beneficio do
tratamento;

* Revisao do processo de uso da medicacao;

e Oferta de outros Servicos Farmacéuticos;

* Documentacao da atividade profissional.

Apesar de se poder aplicar este processo de dispensa tanto a medicacao sujeita a receita
médica (MSRM) como a medicacdo nao sujeita a receita médica (MNSRM), existem pequenas
diferencas na aplicacdo pratica do mesmo. Em seguida apresenta-se de forma mais

pormenorizada os passos a efetuar na cedéncia de medicacao destas duas categorias.
6.1 - Dispensa de medicamentos sujeitos a receita médica

Quando se esta a aviar uma receita deve-se seguir uma série de critérios de modo a evitar
erros. Em primeiro lugar deve verificar-se todos os dados essenciais estao presentes, tais

como:

¢ Nome do utente;

e Subsistema de salde com respetivo nimero de beneficiario (quando este nao
estiver presente, ou nao for percetivel, deve-se pedir o cartdo de utente e anexar
uma fotocopia a receita);

* Identificacao do local onde foi feita a prescricao;

e Identificacdo do médico prescritor com respetiva assinatura;

* Data de prescricao e verificacao da validade da receita.

Apos se verificar que todos estes campos se encontram preenchidos em conformidade, o
farmacéutico deve proceder a analise do campo prescricio. Deve-se identificar os
medicamentos prescritos, a sua forma farmacéutica, posologia, apresentacdao, método de
administracdo e duracdo do tratamento. "' Em cada receita, podem ser prescritas até quatro
embalagens, com um limite de duas embalagens correspondendo ao mesmo principio ativo.
Caso exista discrepancia entre as embalagens prescritas e as comercializadas, deve-se ter em
conta que a dimensdao da embalagem deve ser o mais proximo possivel da embalagem

prescrita.

Efetuada a analise da receita, o farmacéutico deve em seguida fazer uma interpretacao
farmacoterapéutica da mesma. Com base em informacao recolhida junto do doente, de

fontes bibliograficas, do prescritor ou junto dos centros de informacado disponiveis, o
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farmacéutico deve questionar-se acerca da necessidade do medicamento, da adequacéo deste
ao doente e da adequacdo da posologia, [l tendo sempre em conta outros fatores legais,

sociais e economicos que podem influenciar o ato da dispensa.

Efetuada toda a analise, o profissional encontra-se entdo habilitado a selecionar o
medicamento a ceder. A selecao deve ser feita de forma conjunta com o utente, visto que
dentro das varias possibilidades existentes (genérico ou nao e laboratorios disponiveis), a

preferéncia deste por um medicamento em especifico deve ser levada em conta.

Apos a selecdao, no momento da cedéncia dos medicamentos, o farmacéutico deve assegurar-
se da qualidade e bom estado dos produtos dispensados. Deve também assegurar-se que toda
a informacdo necessaria é transmitida ao utente e que este a compreende, garantindo um uso
correto, seguro e eficaz dos medicamentos de acordo com as necessidades individuais de cada

um. !

Por fim emite-se o recibo, que deve ser carimbado e assinado e imprime-se o verso da
receita, para que o utente possa assinar, de modo a declarar que lhe foram dispensadas as
embalagens de medicamentos ali indicadas. As receitas tém também de ser carimbadas,

datadas e assinadas.

Durante o estagio na Farmacia Tavares, foi-me possivel fazer a dispensa de inUmeros
medicamentos sujeitos a receita médica. Contrariando algumas ideias pré-concebidas, dei
conta que este processo € de uma natureza algo complexa e que exige a aplicacdo de
inimeros conhecimentos e conceitos adquiridos ao longo dos cinco anos de curso. A cedéncia
da “caixinha”, como é chamada por muitos utentes, € um pormenor dentro de todo o
processo de avaliacao farmacoterapéutico e aconselhamento farmacéutico que é necessario

prestar de forma a garantir o uso 6timo da medicacao por parte do utente.
6.2 - Vendas suspensas

Uma venda suspensa € uma venda de um MSRM que é efetuada sem a apresentacao da receita
no ato da dispensa. A maioria destas situacdes acontece com utentes que fazem medicacao
cronica e que acaba sem que estes tenham disponivel a receita médica para proceder ao
levantamento da mesma. E um tipo de dispensa que possui procedimentos especificos e a sua
aplicacdo, apesar de uniformizada pelo Sifarma 2000, possui diferencas de farmacia para

farmacia.

Na Farmacia Tavares s6 se efetuam vendas suspensas a utentes habituais, com ficha
atualizada na farmacia e cuja medicacao é de conhecimento do farmacéutico. De forma a
confirmar as dosagens e laboratorios que este costuma levar, procede-se a consulta de vendas

anteriores que tenham sido efetuadas mediante apresentacdo de receita médica. Selecionado
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o medicamento a dispensar e apds aconselhamento, é feita uma venda suspensa em nome do

utente e impresso o respetivo talao.

O pagamento nesta situacao pode ser feito de duas formas. O utente pode pagar na
totalidade o medicamento, fazendo-se a respetiva comparticipacao e reembolso aquando da
regularizacao da venda com a receita, ou pode pagar apenas a sua parte, ficando desta forma
a faltar a farmacia apenas a receita. Esta Ultima modalidade de pagamento é efetuada

quando o utente é cliente fidelizado na farmacia.
6.3 - Dispensa de psicotrépicos

Devido as caracteristicas dos medicamentos inseridos nesta categoria, a sua prescricao e

dispensa possui regras especificas que sao importantes referir.

Os medicamentos contendo uma substancia classificada como estupefaciente ou psicotropica
tém que ser prescritos isoladamente (sem outros medicamentos na receita). As receitas
eletronicas para este tipo de substancias sao identificadas com RE - receita especial, sendo o

resto das regras de prescricdo iguais ao que ja foi anteriormente descrito. !

Apoés introducao no sistema informatico do medicamento a dispensar, o Sifarma 2000
reconhece-o de imediato como produto de dispensa controlada, sendo necessario preencher
uma série de dados relativos ao doente e ao adquirente que vem aviar a receita (todos os
campos tém de ser preenchidos). O farmacéutico deve ainda anotar no verso da receita a

seguinte informacao do adquirente: !

* Nome;

* NUmero e data do bilhete de identidade, ou da carta de conducéo, ou nimero do
cartao de cidadao;

* Numero do passaporte, no caso de cidadaos estrangeiros;

¢ Na auséncia dos documentos mencionados, o farmacéutico pode aceitar outros
documentos com fotografia mas, nestes casos, deve solicitar a assinatura do
adquirente; no caso deste nao saber assinar, o farmacéutico consigna essa
mencao;

* Se areceita se destinar a um menor, a pessoa que diz ter o menor a seu cargo ou
estar incumbida da sua educacéo ou vigilancia tem que assinar a cdpia da receita
que permanece na farmacia; no caso do adquirente nao saber assinar, o
farmacéutico consigna essa mencao;

¢ Data da dispensa;

e Assinatura legivel do farmacéutico.
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E também necessario tirar uma copia destas receitas que deve ser mantida na farmacia por
um periodo minimo de 3 anos. A farmacia tem de enviar ao INFARMED a listagem de todas as
receitas aviadas da qual constem os dados do adquirente e as copias das receitas manuais.®
Por questdes de organizacao interna, na Farmacia Tavares estas listagens sdo enviadas ao

INFARMED até ao dia oito do més seguinte a dispensa.

Apesar de nao ter autorizacdo para proceder a dispensa, foi possivel assistir a dispensa de

medicamentos psicotrdpicos durante o estagio.

6.4 - Dispensa de medicacdo nao sujeita a receita médica
(MNSRM)

A dispensa de MNSRM nao pode ser feita sem qualquer cuidado, tem de ser precedida de
varias questoes ao utente de modo a perceber qual serd o medicamento mais correto para a
situac@o em questdo. Apesar dos MNSRM serem de venda livre, ndao deixam de conter um
principio ativo que tera efeitos farmacoldgicos, nao sé esperados, mas também nao desejados

(reacoes adversas), que devem ser minimizados.

A dispensa de medicacdo nao sujeita a receita médica pode acontecer por dois
motivos: por indicacdo farmacéutica ou por iniciativa propria do utente (automedicacao). Em
ambos os casos o farmacéutico deve assumir sempre uma postura ativa na obtencdo de

informacdes que permitam a dispensa do medicamento mais adequado as situacdes relatadas.

7. Automedicacéao

A automedicacéo é a instauracao de um tratamento medicamentoso por iniciativa propria do
doente. E o processo que conduz a que o doente se assuma e se responsabilize pela melhoria
da sua salde, através da toma de MNSRM, destinados a prevencdo e ao alivio de queixas

autolimitadas, sem recurso a consulta médica.

A pratica da automedicacao, cada vez mais instalada, deve ser feita com a orientacdo de um
profissional de salde e de forma cuidada, ja que tanto pode representar uma mais-valia para

o doente, como ser-lhe prejudicial.

Nesta situacdo o farmacéutico encontra-se numa posicao privilegiada de aconselhamento e
deve orientar a utilizacao, ou nao, do medicamento solicitado pelo doente, contribuindo para
que a automedicacao se realize sob uma indicacao adequada e segundo o uso racional do

medicamento.
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Antes da dispensa deve fazer-se uma analise das necessidades do doente. Perguntas sobre o
problema, sintomas, duracao dos sintomas, outra medicacao ja tomada e problemas de salude
diagnosticados, devem fazer parte do processo de avaliacdo da situacdo em causa. Apos a
avaliacdo devera ser dada informacdo adequada ao utente e nos casos de necessidade

comprovada, dispensada a medicacao.

8. Indicacao farmacéutica

Na cedéncia de medicamentos em indicacao farmacéutica, o farmacéutico responsabiliza-se
pela “selecdo de um medicamento ndo sujeito a receita médica, ou de eventual tratamento
ndo farmacolégico, com o objetivo de aliviar ou resolver um problema de satde considerado
como um transtorno menor ou sintoma menor, ou entendido como problema de saude de
cardcter ndo grave, autolimitante, de curta duracdo e que ndo apresenta relacGo com

manifestacoes clinicas de outros problemas de satide do doente.” I"!

Esta é uma situacdo que acontece por norma quando um utente vai pedir aconselhamento a
farmacia ou quando o farmacéutico, no decorrer de uma dispensa de MSRM, deteta a
necessidade de complementar a terapéutica instituida com um MNRSM (ou tratamento nao
farmacoldgico). A indicacdo deve ser efetuada depois da recolha de toda a informacao
relevante sobre o doente (estado de salde, sintomas, medicacao concomitante, patologias
cronicas, entre outras), para que assim estejam garantidas as condicoes de seguranca e

necessidade requeridas para a dispensa por indicacao/aconselhamento farmacéutico.

Tendo em conta a época do ano em que decorreu o estagio e o prolongamento do tempo frio
até quase ao final do mesmo, a medicacao para tratamento da sintomatologia associada a
gripes e constipacoes foi a MNSRM mais pedida e aconselhada nos atendimentos efetuados.
Em segundo lugar é de destacar a medicacdo utilizada no tratamento da sintomatologia
relacionada com situacdes alérgicas a par de MNSRM utilizados para controlo da dor e da

inflamacao.

9. Aconselhamento e dispensa de outros produtos de

saude

Para além dos medicamentos de uso humano, a farmacia é também um ponto de venda e

dispensa de outros produtos de salde, como produtos de dermofarmacia, cosmética e
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higiene, produtos dietéticos para alimentacdo especial, produtos dietéticos infantis,
fitoterapia, suplementos nutricionais, dispositivos meédicos e medicamentos de uso

veterinario.

Apesar de toda a panodplia de produtos vendidos na farmacia, é de extrema importancia que o
farmacéutico possua conhecimento sobre todos eles, pois s6 assim consegue responder aos
pedidos e davidas dos utentes e fornecer, sem qualquer hesitacdo, a melhor opcao para o seu

pedido.
9.1 - Produtos de dermofarmacia, cosmética e higiene

Entende-se por produto cosmético “qualquer substdncia, ou mistura, destinada a ser posta
em contato com as partes externas do corpo humano ou com os dentes e as mucosas bucais,
tendo em vista limpd-los, perfumd-los, modificar-lhes o aspeto, protege-los, manté-los em

bom estado ou de corrigir odores corporais.”

O fabrico, o controlo, a seguranca e o cumprimento da legislacdo aplicavel aos produtos
cosmeéticos sdo da exclusiva responsabilidade do fabricante, do importador ou do responsavel
pela introducao dos produtos no mercado, sendo que ao INFARMED apenas compete regular e
supervisionar o mercado de produtos cosméticos, garantindo o acesso a produtos cosméticos

de qualidade e seguros. !

Entre as marcas de dermocosmética existentes na Farmacia Tavares, as mais trabalhadas e
vendidas sdo a Avéne®, La-Roche Posay®, Aderma®, Vichy®, Mustela® e Caudalie®. Cada
uma destas marcas divide-se em inumeras linhas com caracteristicas e publicos-alvo

diferentes.

Na Farmacia Tavares sao principalmente dispensadas preparacdes para o banho, cremes,
locdes e mousses para hidratar a pele, produtos para cuidados dentarios e bucais e cremes
solares. E também de destacar a elevada procura e aconselhamento efetuado sobre linhas de
produtos cosméticos a base de aveia, uma substancia com efeitos calmantes e hidratantes
sobre a pele. Aquando da dispensa do produto sao prestadas informacdes acerca do correto
modo de aplicacao e o utente é alertado para eventuais efeitos adversos que podem ocorrer

pela utilizacao deste.

Apesar de possuirem eficacia comprovada em algumas areas, o farmacéutico deve estar
sempre atento ao aparecimento de situacdes mais graves (psoriase, dermatites, acne severo,

entre outras), que requerem referenciacdo para tratamento médico.

O aconselhamento/dispensa de produtos cosméticos foi dos maiores desafios encontrados

durante o decorrer do estagio. O elevado nimero de produtos existentes na farmacia aliado a
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um fraco conhecimento prévio da area, fez com que fosse quase sempre necessario pedir

ajuda aos outros colaboradores da farmacia para proceder a correta cedéncia dos mesmos.
9.2 - Produtos dietéticos para alimentacao especial

Os produtos dietéticos para alimentacdo especial sdao géneros alimenticios destinados a

alimentacdo em casos especificos e que, devido a sua composicdo ou a processos

diferenciados de fabrico, se distinguem claramente dos géneros alimenticios de consumo

corrente. Sao adequados ao objetivo nutricional pretendido e sao comercializados com a

indicacao de que correspondem a esse objetivo. Considera-se alimentacao especial a que

corresponde as necessidades nutricionais das seguintes categorias de pessoas: '

* Aquelas cujo processo de assimilacdo ou cujo metabolismo se encontra
perturbado;

e As que se encontram em condicdes fisiologicas especiais e que, por esse facto,
podem retirar particulares beneficios da ingestao controlada de certas substancias
contidas nos alimentos;

e Lactentes ou criancas de um a trés anos de idade em bom estado de salde.

Apesar de nao ser incomum a dispensa de produtos adaptados a necessidades nutricionais
especiais (produtos hiper ou hipocaldricos, entre outros), os produtos adaptados as
necessidades nutricionais de lactentes sdao os que possuem uma maior expressao na Farmacia

Tavares. Entre os disponiveis é de destacar os leites e farinhas infantis.

Os leites infantis dividem-se em trés categorias: leites para latentes, leites e formulas de
transicao e leites adaptados a fins medicinais especificos (anti-regurgitantes, hipoalergénicos,
entre outros). Como o leque de leites e formulas infantis disponivel é bastante diversificado,
a escolha é normalmente feita com base em indicacbes dadas pelo pediatra da crianca, tendo
em conta que nenhuma das formulas existentes substitui plenamente a amamentacao

materna e que o encorajamento a mesma deve ser sempre realizado.

Ja ao nivel das farinhas infantis, existem farinhas lacteas (para preparar com leite) e farinhas
com leite adaptado que complementam as necessidades nutricionais dos quatro aos doze

meses. Estas podem conter ou nao gliten.
9.3 - Fitoterapia e suplementos nutricionais (nutracéuticos)
Etimologicamente a fitoterapia pode ser definida como a ciéncia que estuda as plantas

medicinais e a sua aplicacdo na cura e prevencdo de doencas. ['"! Apesar de nao possuirem

procura significativa, os medicamentos a base de plantas sdo, em alguns casos, uma
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alternativa viavel para as pessoas que procuram um tratamento que nao seja baseado em

produtos quimicos.

Apesar de serem considerados produtos naturais, os medicamentos a base de plantas
ndo se encontram isentos de efeitos adversos ou de interacdo farmacoldgica com medicacao
concomitante. E por isso importante que o farmacéutico, como profissional do medicamento,
esteja atento a esta questdao muito comummente esquecida por outros profissionais de saude
e que, dentro das suas capacidades, tente identificar potencias problemas com génese em

produtos fitoterapicos.

Na Farmacia Tavares, a procura por este tipo de produto tem pouca expressao, estando
circunscrita, na maior parte das vezes, para tratamento de situacbes de obstipacao,

rouquidao, irritacdo da garganta, insonias e ansiedade ligeira.

Por sua vez, os suplementos alimentares sao produtos que servem de adjuvantes de uma dieta
equilibrada, nao sendo no entanto substitutos da mesma. Possuem como finalidade ajudar o
organismo a restabelecer as necessidades eletroliticas e nutricionais, em épocas de intenso
esforco fisico ou psicoldgico. Existem ainda suplementos alimentares cuja principal funcdo é

ajudar a alcancar uma diminuicao de peso de forma rapida e relativamente saudavel.

A procura destes produtos é significativa ao longo do ano, apresentando picos de consumo
durante as épocas tipicamente de exames e inicio do verdo. Tal como acontece na dispensa
dos produtos fitoterapicos, o farmacéutico deve também ter em atencdo que o uso de
suplementos alimentares nao é indcuo de efeitos adversos, devendo promover junto dos

utentes um uso responsével dos mesmos.

A Farmacia Tavares trabalha com bastante sucesso trés linhas distintas de suplementos
alimentares: a linha Easyslim®, a Advancis® e a Absorvit®. O sucesso destas linhas na
farmacia pode ser explicado pela satisfacdo demonstrada pelos utentes que experimentam,
pela possibilidade dos produtos serem tomados tanto por hipertensos como por diabéticos e
pela existéncia na farmacia de um programa de emagrecimento (coordenado e supervisionado
por uma nutricionista) que usa estes produtos como base de um plano saudavel de perda de

peso.

10. Medicamentos de uso veterinario

Um medicamento de uso veterinario pode ser entendido como “toda a substdncia ou
associacdo de substdncias, apresentada como possuindo propriedades curativas ou

preventivas de doencas em animais ou dos seus sintomas, ou que possa ser utilizada ou
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administrada no animal com vista a estabelecer um diagnostico médico-veterindrio ou,
exercendo uma acdo farmacolégica, imunoldgica ou metabdlica, a restaurar, corrigir ou

modificar funcées fisiolégicas.” ™

A maior parte dos medicamentos de uso veterinario cedidos na Farmacia Tavares destinam-se
a desparasitacao interna e externa e ao controlo reprodutivo dos animais de companhia,
sobretudo caes e gatos. Antibioticos de largo espetro, como a Terramicina® em p6 e em
spray, sao esporadicamente dispensados para combater e prevenir a progressao de infecoes

em animais de exploracdes agropecuarias.

Na dispensa deste tipo de produtos, o farmacéutico deve alertar o utente para as posologias
aconselhadas, forma de utilizacao e outros pormenores que devem ser tidos em conta
aquando da administracdo de substancias medicamentosas a animais. E também importante
desencorajar a administracdo de medicamentos de wuso humano a animais sem

acompanhamento clinico.

11. Dispositivos médicos

Um dispositivo médico é “qualquer instrumento, aparelho, equipamento, software, material
ou artigo utilizado isoladamente ou em combinacéo, incluindo o software destinado pelo seu
fabricante a ser utilizado especificamente para fins de diagnodstico ou terapéuticos e que
seja necessdrio para o bom funcionamento do dispositivo médico, cujo principal efeito
pretendido no corpo humano ndo seja alcan¢ado por meios farmacoldgicos, imunoldgicos ou
metabdlicos, embora a sua func¢do possa ser apoiada por esses meios, destinado pelo

fabricante a ser utilizado em seres humanos para fins de: ["!

e Diagnoéstico, prevencdo, controlo, tratamento ou atenuacdo de uma doenca;

e Diagnostico, controlo, tratamento, atenuacdo ou compensacdo de uma lesdo ou
de uma deficiéncia;

e Estudo, substituicdo ou alteracdo da anatomia ou de um processo fisiolégico;

e Controlo da concecéo”.

Os dispositivos médicos sao ainda integrados em classes (I, lla, llb e Ill), tendo em conta a
duracao do contacto com o corpo humano, a invasibilidade do corpo humano, a anatomia
afetada pela utilizacdo e os potenciais riscos decorrentes da concecdo, técnica e fabrico

destes. ["3IAssim temos:
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e Dispositivos médicos de classe | - dispositivos de baixo risco (meias de
compressao, fraldas para incontinéncia, canadianas e muletas, ligaduras, entre
outros);

e Dispositivos médicos de classe lla e llb - dispositivos de médio risco, sendo os de
classe lla de baixo médio risco (pessarios vaginais, lancetas, agulhas das seringas,
entre outros) e os de classe Ilb de alto médio risco (canetas de insulina,
preservativos masculinos, diafragmas e outros);

e Dispositivos médicos de classe Il - dispositivos de alto risco (pensos com

medicamentos, preservativos com espermicida, entre outros);

Na Farmacia Tavares existe uma vasta gama de dispositivos médicos, sendo de grande
importancia conhecer as suas especificidades, pois s6 assim é possivel um correto
aconselhamento e dispensa ao utente. Os mais frequentemente dispensados sao fraldas
masculinas para incontinéncia, pulsos, meias e joelheiras elasticas, corretores de joanetes,
protetores de calos, frascos para colheita de urina asséptica, ligaduras, preservativos

masculinos, testes de gravidez, tiras para determinacao da glicémia e lancetas.

12. Outros cuidados de saude prestados na Farmacia

Tavares

Encontra-se estabelecido no regime juridico das farmacias comunitarias a possibilidade destas
prestarem servicos farmacéuticos de promocdo de salde e do bem-estar dos utentes. Os
servicos farmacéuticos que podem ser prestados pelas farmacias sdo os seguintes: (14
e Apoio domiciliario;

* Prestacao de primeiros socorros;

e Administracao de medicamentos;

e Utilizacao de meios auxiliares de diagndstico e terapéutica;

e Administracao de vacinas nao incluidas no Plano Nacional de Vacinacao;
e Programas de cuidados farmacéuticos;

e Campanhas de informacao;

e Colaboracdo em programas de educacao para a saude.

Para proceder a prestacdao destes servicos, as farmacias precisam de dispor nao sé de
instalacoes especificas e apropriadas, mas também de profissionais de salde legalmente
habilitados.
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Esta é a grande area de aposta das farmacias comunitarias hoje em dia, com o farmacéutico a
assumir um papel cada vez mais ativo e responsavel na promoc¢ao da salde publica. No que
concerne a Farmacia Tavares a avaliacdo do indice de glicémia, de colesterol total, de
triglicerideos, de acido Urico, a avaliacao da tensao arterial e a administracao de vacinas sao

os Servicos Farmacéuticos mais frequentemente prestados.

Para cada uma das determinacdes acima inumeradas existem intervalos de valores
considerados normais, devendo o farmacéutico conhecer esse intervalo e detetar os casos em
que os valores medidos se afastam do mesmo. Quando tal acontece, a diferenca do valor
obtido em relacdo aos valores médios determina as acdes a empreender, se a diferenca for
minima deve-se prestar aconselhamento, tal como enfatizar a importancia de uma dieta
saudavel e da adesao a terapéutica. Por outro lado, se o valor obtido se afastar muito dos
valores considerados de referéncia, o farmacéutico deve proceder nao sé ao aconselhamento

mas também a referenciacdo médica.

Todos os valores obtidos sao registados num cartdo unipessoal que a farmacia oferece aos

utentes e que permite seguir a evolucdo dos parametros medidos ao longo do tempo.

Durante o meu estagio tive a oportunidade de prestar todos estes servicos, com excecao da
administracao de injetaveis, sendo a avaliacao da tensao arterial e da glicémia capilar os que

mais vezes realizei.

13. Preparacao de medicamentos

13.1 - Medicamentos manipulados

N&do obstante a industrializacao generalizada do mundo atual, os medicamentos preparados
em pequena escala nas farmacias comunitarias e hospitalares - habitualmente designados
medicamentos manipulados - tém importancia na terapéutica. Apesar de os tempos da
preparacao exclusiva em escala oficinal se encontrarem ja muito distantes, reservam-se
inUmeras situacoes para as quais os medicamentos manipulados sdo imprescindiveis. Estes
medicamentos ocupam um lugar proprio no arsenal terapéutico moderno, complementando os
disponibilizados pela indUstria farmacéutica. !

Entende-se por medicamento manipulado “qualquer férmula magistral ou preparado oficinal,
preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”, sendo que uma férmula
magistral “é um medicamento preparado em farmdcia comunitdria ou nos servicos
farmacéuticos hospitalares segundo receita médica que especifica o doente a quem o
medicamento se destina,” e um preparado oficinal “é um medicamento preparado segundo as

indicacbes compendiais, de uma farmacopeia ou de um formuldrio, em farmdcia de oficina
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ou nos Servicos Farmacéuticos hospitalares, destinado a ser dispensado diretamente aos

doentes assistidos por essa farmdcia ou servico.” !

0 descondicionamento de especialidades farmacéuticas para preparacdo de manipulados pode
realizar-se apenas se nao existir no mercado especialidade farmacéutica com igual dosagem,

ou apresentada sob a forma farmacéutica pretendida, e sé nos seguintes casos: !

* Medicamentos manipulados de aplicacao cutanea;

* Medicamentos manipulados preparados com vista a adequacdo de uma dose
destinada a uso pediatrico;

* Medicamentos manipulados destinados a grupos de doentes em que as condicoes

de administracao ou de farmacocinética se encontrem alteradas.

Aquando da preparacdao de um medicamento manipulado, o farmacéutico deve assegurar-se
da qualidade da preparacao e deve ainda verificar a seguranca do medicamento, no que
concerne as doses da ou das substancias ativas e a existéncia de interacées que ponham em

causa a acdo ou seguranca do medicamento. [

E também da responsabilidade do farmacéutico a verificacio e garantia da qualidade de todas
as matérias-primas utilizadas na preparacao de um medicamento manipulado. Para tal, no ato

da rececdo da encomenda este deve: ["®

¢ Verificar o boletim de analise;

e Verificar se a matéria-prima rececionada corresponde a encomendadaj;

e Verificar a embalagem quanto a sua integridade e quanto a satisfacdo das
condicoes de higiene e das exigéncias de conservacao estabelecidas para a

matéria-prima em causa.

E ainda necessario manter na farmacia uma ficha de rececdo de matérias-primas onde se
encontra indicando o seu nome, data de encomenda, nome do fornecedor, lote, origem,
prazo de validade e caracteristicas analiticas. Todas as matérias-primas devem ser
armazenadas em local proprio, ao abrigo da luz e com condices de temperatura e humidade

controladas.

Quando se prepara um manipulado tem de se preencher e assinar a ficha de preparacao de

manipulado, que ira ficar arquivada na farmacia com uma copia da receita e do rotulo.

Apos a preparacao deve-se proceder a algumas verificacdes necessarias de forma a garantir a
boa qualidade do medicamento manipulado, estas analises devem incluir, no minimo, uma

verificacdo das suas caracteristicas organoléticas.
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O preco do manipulado é calculado através de uma formula determinada por lei. Para
calcular o preco final do manipulado tem de se ter em conta o valor das matérias-primas, o
valor do material de acondicionamento e o valor dos honorarios. A esse somatodrio temos

ainda de acrescentar o imposto sobre o valor acrescentado (IVA).

O calculo do valor das matérias-primas, do material de acondicionamento e do material de
rotulagem depende do valor de aquisicao destes. O valor dos honorarios & um fator fixo que é

multiplicado em funcdo da forma farmacéutica e quantidade preparada.

Depois de completamente preenchida a ficha de preparacao do manipulado, procede-se a
[16]

preparacao do rotulo, que deve conter:

* Nome do doente (no caso de se tratar de uma formula magistral);

e Formula do medicamento manipulado prescrita pelo médico;

e Numero do lote atribuido ao medicamento preparado;

* Prazo de utilizacdo do medicamento preparado;

* Condicoes de conservacao do medicamento preparado;

* Instrucdes especiais, eventualmente indispensaveis para a utilizacdo do
medicamento, como por exemplo, “agite antes de usar”, “uso externo” (em
fundo vermelho), etc.;

* Via de administracao;

* Posologia;

¢ Identificacao da farmacia;

¢ Identificacao do farmacéutico diretor técnico.

Na Farmacia Tavares a preparacdao de medicamentos manipulados é residual, tendo sido
preparadas apenas duas vaselinas saliciladas e um alcool boricado a saturacao durante todo o

tempo de estagio.

13.2 - Preparacao extemporanea de especialidades

farmacéuticas

Também as preparacdes extemporaneas sao efetuadas na farmacia no momento da dispensa.
Durante o decorrer do meu estagio tive a oportunidade de realizar inUmeras preparacoes

extemporaneas de suspensoes orais de antibioticos.

Nestas situacdes & importante garantir que o produto se encontra uniformemente suspenso na
correta quantidade de agua destilada. E também necessario facultar ao utente alguns

conselhos adicionais no momento da dispensa, como alertar para o prazo de utilizacao, forma
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de acondicionamento (preferencialmente sobre refrigeracao) e forma de uso (agitar antes de

usar).

14.Processamento do receituario e faturacao de

entidades comparticipadoras

Para que a farmacia seja reembolsada dos valores da comparticipacdo dos medicamentos
dispensados com receita médica, € necessario que sejam dispensados os medicamentos

prescritos, com o organismo correspondente e que a receita esteja valida.

0 Sifarma 2000 numera as receitas, a medida que vao sendo aviadas, por nUmero de receita e
lote de organismo. Quando um lote atinge as 30 receitas, é iniciado um novo lote nesse

organismo.
14.1 - Separacao e conferéncia de receituario

As receitas sao primeiro separadas por organismos e posteriormente por lotes, para facilitar a

conferéncia.

A conferéncia das receitas € muito importante, pois é nessa tarefa que se podem detetar
eventuais erros, com os quais a farmacia nao ia obter comparticipacao. Aqui, todos os pontos
da receita sao verificados, como identificacio do doente e numero de beneficiario,
identificacdo do médico e local de prescricdo, validade da receita, assinatura do médico,
assinatura do utente, comparticipacao aplicada (organismo) e ainda se os medicamentos
prescritos foram os dispensados. Face a detecao de alguma nao conformidade que seja
prejudicial para o utente, este devera ser contactado de forma a reverter a situacdo o mais
brevemente possivel, evitando-se as consequéncias negativas que poderiam advir do erro

cometido.

As receitas de cada lote sdo ordenadas, para ser mais facil perceber se alguma receita esta
em falta. Se for o caso, é necessario proceder a uma averiguacao para determinar o motivo
da falta da receita, ou simplesmente procurar a mesma de forma a coloca-la no respetivo

lote.

SO apos o envio e aceitacao do receituario é que as farmacias recebem o reembolso com as
comparticipacdes respetivas. Caso tenha ocorrido algum problema com as receitas, sao

devolvidas a farmacia, nao se procedendo ao reembolso da comparticipacao.
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14.2 - Emissao do verbete de identificacdo do lote

Apos a conferéncia e organizacao das receitas por lote € emitido um verbete de identificacao
do lote. Este possui informacdes acerca da entidade de faturacdao, o nome e cddigo da
farmacia, ano e més respetivos, nimero sequencial do lote, quantidade total de receitas,
preco de venda ao publico (PVP) total do lote, total do lote pago pelo utente e total de

comparticipacao do lote.

E extremamente necessario confirmar se o nimero total de receitas esta correto, sendo

depois o verbete carimbado e anexado as receitas daquele lote.

Apds emissdo de todos os verbetes é emitida, no final do més, a relacdo resumo dos lotes
conjuntamente com a fatura, em quadruplicado. Uma destas copias fica arquivada na

farmacia.

As receitas do Sistema Nacional de Salde sao levantadas por um estafeta dos correios, no dia
5 de cada més, e tém como destino o centro de conferéncias de faturas da Maia. Dos
documentos enviados, sao devolvidos a farmacia uma via da relacao resumo de lotes e duas
vias da fatura mensal, devidamente carimbadas. Uma das faturas é arquivada na farmacia,
enquanto outra segue para a ANF para que seja processado o reembolso respeitante as

comparticipacoes.

As receitas das restantes entidades de salde sao enviadas para a ANF, que reembolsa as
farmacias pelas comparticipacoes efetuadas, interagindo assim com os organismos

responsaveis em representacao das farmacias.

Apesar de serem verificadas varias vezes e por varias pessoas, algumas receitas nao sao
aceites como validas, sendo devolvidas a farmacia para que sejam corrigidas e reintroduzidas,

dentro do possivel.

Apesar de extremamente importante para a salde econdémica das farmacias, o processamento
de receituario foi sem qualquer duvida a tarefa que menos gostei de realizar. Nao obstante,
todo este processo esteve presente em todos os dias do meu estagio e foi-me dada a

oportunidade de conhecer e realizar todos os passos anteriormente descritos.
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15.Formacées

Devido as constantes alteracdes de produtos no mercado farmacéutico e avanco nos
conhecimentos de salde, a formacdo continua é algo essencial para o bom desempenho das

funcdes que nos sao confiadas enquanto profissionais de salde e do medicamento.

Durante o meu estagio na Farmacia Tavares foi-me dada a oportunidade de assistir a
palestras, acoes de formacao e sessoes de esclarecimento sobre varios produtos. Destaco as
acoes de formacao dadas pela Glintt, sobre o sifarma 2000; pela Nestlé®, sobre a importancia
da alimentacdo no primeiro ano de vida, na gravidez, na populacdo geriatrica e outras
populacoes especiais; pela Caudalie®, uma breve explicacdo sobre as varias linhas dos seus
produtos; pela Lilly®, sobre a utilizacao do Cialis® 5mg para tratamento dos sinais e sintomas

da Hiperplasia Benigna da prostata (HBP) e da Zambon®, sobre os beneficios do Spidifen®.
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Consideracdes finais

Durante o periodo de estagio realizado na Farmacia Tavares foi-me dada a oportunidade de

conhecer e de me familiarizar com os procedimentos mais comuns numa farmacia.

Durante este tempo fui capaz de me aperceber que os conhecimentos adquiridos ao longo dos
cinco anos do curso, apesar de extremamente importantes, nao sao suficientes para preparar

um farmacéutico para o mundo de trabalho.

Os constantes desafios encontrados e as diferentes situacdes com as quais fui confrontado,
mostraram que a ideia existente de um farmacéutico a dispensar uma “caixa”, ndo é de todo
a que melhor espelha o importante trabalho por noés realizado. O aconselhamento
farmacéutico é talvez o ato que mais distingue a profissao farmacéutica, sendo a farmacia um

local chave e de enorme importancia para a promocao da salde puUblica.

Todo o estagio foi para mim uma enorme e prazerosa aventura, tendo sido um periodo de
grande assimilacao de conhecimentos e experiéncias. Realizei com o maior empenho possivel
todas as tarefas que me foram propostas, tendo as minhas espectativas sido superadas em

muitos aspetos.

De uma forma geral posso afirmar, sem qualquer sombra de dividas, que o tempo passado na

Farmacia Tavares fez de mim melhor pessoa e melhor profissional.
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Relatério de estagio em farmacia hospitalar
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Introducao

Os Servicos Farmacéuticos Hospitalares, vulgarmente referidos como farmacia hospitalar, sao
uma estrutura importante dos cuidados de saude dispensados em meio hospitalar. Designa-se
por farmacia hospitalar “o conjunto de atividades farmacéuticas exercidas em organismos
hospitalares ou servicos a eles ligados para colaborar nas funcbes de assisténcia que
pertencem a esses organismos e servicos e promover a acé@o de investigacdo cientifica e de

ensino que lhes couber.” I
Entre as responsabilidades dos Servicos Farmacéuticos Hospitalares encontram-se:!?!

* A gestao (selecao, aquisicao, armazenamento e distribuicao) dos medicamentos;

e A gestdo de outros produtos farmacéuticos (dispositivos médicos, reagentes, gases
medicinais, etc.);

* A implementacdo e monitorizacdo da politica de medicamentos, definida no
Formulario Hospitalar Nacional de Medicamentos e pela Comissdo de Farmacia e
Terapéutica;

* A gestao dos medicamentos experimentais e dos dispositivos utilizados para a sua
administracdo, bem como os demais medicamentos ja autorizados,

eventualmente necessarios ou complementares a realizacao dos ensaios.

De forma a compreender melhor todas as responsabilidades, obrigacoes e tarefas
desempenhadas por um farmacéutico hospitalar, foi realizado, no ambito do estagio
curricular do 5° ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade da
Beira Interior, um estagio em Farmacia Hospitalar na Unidade Local de Salde (ULS) da
Guarda, mais concretamente no Hospital Sousa Martins, entre os dias 4 de Fevereiro e 22 de
Marco de 2013.

O presente relatorio descreve as atividades realizadas e os conhecimentos adquiridos

durante a realizacao do mesmo.

1. Caracterizacdo da ULS da Guarda, E.P.E.

A ULS da Guarda foi criada, por decreto lei, a 1 de Outubro de 2008 ! como parte integrante
de um processo de remodelacdo do Sistema Nacional de Saldde (SNS), que permitiu a

integracdo numa Unica entidade publica empresarial dos Hospitais de Sousa Martins, Guarda,
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de Nossa Senhora da Assuncdo, Seia, e dos centros de salde do distrito da Guarda, com

excecao dos centros de salide de Vila Nova de Foz Cda e de Aguiar da Beira. P!

Possui como missao proporcionar e prestar, a populacdao de abrangéncia, cuidados de saude
de qualidade, em tempo oportuno e em ambiente humanizado, num projeto partilhado e

global que visa a obtencao de qualidade, acessibilidade, eficacia e eficiéncia sustentaveis. [

2. Os Servicos Farmacéuticos da ULS da Guarda, E.P.E

2.1 - Localizacdo e Caracterizacao

Aquando da implementacao de Servicos Farmacéuticos numa unidade de salde é necessario
ter em conta a localizacdo dos mesmos. Esta devera, sempre que possivel, observar os

seguintes pressupostos:

¢ Facilidade de acesso externo e interno;

* Implantacéo de todas as areas, incluindo os armazéns, no mesmo piso;

e O setor de distribuicdo de medicamentos a doentes de ambulatério, se existir,
devera localizar-se proximo da circulacao normal dos doentes;

* Proximidade com os sistemas de circulacao vertical como monta-cargas e

elevadores.

Os Servicos Farmacéuticos da ULS da Guarda localizam-se no piso inferior do edificio principal
do Hospital Sousa Martins. Facilmente acessiveis a partir das traseiras, sdo constituidos por:
sala de ambulatorio (que é também a sala de trabalho dos farmacéuticos); gabinete do
diretor do servico; sala de arquivos e biblioteca; vestiario; laboratorio destinado a preparacao
de manipulados; area suja; servicos administrativos; zona de rececdo de encomendas; sala de

reembalagem; sala de distribuicao; sala de convivio do pessoal e dois armazéns.

O horario de funcionamento e atendimento ao publico é das 9:00 até as 18:00 horas, sendo
destacado um farmacéutico durante a noite, feriados e fins-de-semana, que assegura os

servicos essenciais da farmacia.
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3. Organizacao e gestao dos Servicos Farmacéuticos

3.1 - Gestao de recursos humanos

Os recursos humanos sao a base essencial dos Servicos Farmacéuticos Hospitalares, pelo que é
necessaria a dotacao destes servicos em meios humanos adequados, quer em nimero, quer

em qualidade.

Nos Servicos Farmacéuticos do Hospital Sousa Martins cada profissional possui funcoes
especificas, podendo ocorrer uma alteracdo das mesmas, dentro das responsabilidades e

capacidades de cada classe profissional, em casos de necessidade pontuais.

A equipa que faz parte do servico é constituida por sete farmacéuticos, cinco técnicos de

diagnostico e terapéutica, dois auxiliares e trés administrativos.

O cargo de diretor é assegurado por um farmacéutico, o Doutor Jorge Aperta, que responde
de forma hierarquica ao conselho de administracdo. Para garantir o funcionamento
ininterrupto  dos servicos farmacéuticos, na auséncia deste as suas funcdes sao

desempenhadas pela Doutora Célia Bidarra.
3.2 - Gestao de existéncias

A gestdo de medicamentos € o conjunto de procedimentos realizados pelos Servicos
Farmacéuticos Hospitalares, que garantem o bom uso e dispensa dos medicamentos em
perfeitas condicoes aos doentes do hospital. Esta possui varias fases, comecando na selecao
dos medicamentos, aquisicao, rececao e armazenagem, passando pela distribuicao e

acabando na administracao do mesmo ao doente.

Os Servicos Farmacéuticos hospitalares possuem um papel preponderante ao longo de todo o
processo de gestao dos medicamentos, competindo também a estes, entre outras fungodes, a

selecdo e aquisicdo dos demais produtos farmacéuticos e dispositivos médicos. %!

De forma a facilitar todos estes processos, o Hospital Sousa Martins disponibiliza para os
farmacéuticos hospitalares o software de gestao ALERT®, que é um programa informatico que

permite facilitar o controlo do aprovisionamento nos Servicos Farmacéuticos.
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3.3 - Sistemas e critérios de selecdo e aquisicao

A selecdo de medicamentos a adquirir pelo hospital deve ter por base o Formulario Hospitalar

Nacional de Medicamentos (FHNM) e as necessidades terapéuticas dos doentes do hospital.

Os medicamentos ndo incluidos no FHNM e que sejam considerados necessarios, devem ser
incluidos na adenda ao FHNM do hospital, sendo que a sua inclusao é feita pela Comissao de
Farmacia e Terapéutica, baseada nas necessidades terapéuticas dos doentes, melhoria da sua
qualidade de via e em critérios farmaco-econémicos. ! Outros critérios como a classificacao
ABC e a regularidade do consumo devem ser também tomados em conta aquando da selecao

dos medicamentos a adquirir.

Com base no historico de consumos, stock de seguranca, preco unitario do produto e outras
condicdoes impostas pelos fornecedores, € definido, para cada produto, um ponto de

encomenda (momento em que se devera efetuar uma nova encomenda).

No Hospital Sousa Martins o farmacéutico responsavel pelas encomendas, ou o seu substituto
em caso de auséncia do primeiro, analisa todos os dias quais os medicamentos cuja aquisicao
é necessaria. Para isto é gerada pelo ALERT®, de forma automatica, uma lista com todos os
produtos que se encontram abaixo do ponto de encomenda, que é rigorosamente analisada

pelo farmacéutico de forma a determinar os produtos e quantidades dos mesmos a adquirir.

Concluida a analise e definidos os produtos e quantidades a encomendar é gerada uma lista
final que é entregue nos servicos administrativos, que por sua vez elaboram os pedidos. Apds
a validacdo dos pedidos pelo farmacéutico responsavel, estes sao encaminhados para a
contabilidade para assim se obter um nimero de compromisso da encomenda e se poder

efetuar a compra.

Todo o processo de aquisicao de produtos acima referido pressupdoe uma escolha prévia dos
fornecedores a quem efetuar os pedidos. Todos os anos os Servicos Farmacéuticos do Hospital
Sousa Martins elaboram uma lista com as previsoes de consumo dos varios produtos a cargo da
farmacia hospitalar. Posto isto, sdo enviados a varios fornecedores pedidos de orcamento,
sendo cada proposta analisada e feita a adjudicacao aquela que melhor reflete os interesses

do hospital.

Existem no entanto algumas excecoes a este procedimento de aquisicao. Certos produtos,
como é o caso dos medicamentos com Autorizacdo de Utilizacdo Especial (AUE), os
estupefacientes, os psicotropicos, as benzodiazepinas, os hemoderivados e os gases

medicinais, requerem aquisicoes especiais.

A dispensa e comercializacao de medicamentos que nao possuem Autorizacdo de Introducao

no Mercado (AIM) ou registo valido em Portugal pode ser autorizada pelo INFARMED, por
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razdes fundamentadas de saide publica, através da concecdo de uma AUE. P! Uma cépia da
AUE deve ser enviada ao fornecedor, juntamente com o pedido de encomenda, para que este

possa entao proceder a entrega do medicamento.

Para a aquisicdo de substancias e suas preparagcdes compreendidas nas tabelas I, II, Il e IV,
com excecao da lI-A, anexas ao Decreto-Lei n°15/93 de 22 de Janeiro, é necessario, segundo
a portaria n° 981/98 de 8 de Junho !, proceder ao preenchimento de uma folha de requisicao
destas substancias (ver Anexo 1), que deve ser entregue juntamente com a nota de

encomenda.

Foi ainda possivel acompanhar, durante a realizacdo do estagio, o procedimento de aquisicao
de gases medicinais. Apesar de ser uma area que apenas recentemente passou a dominio
farmacéutico, encontra-se ja aplicado no Hospital Sousa Martins um procedimento bem
definido de aquisicdo dos mesmos. O farmacéutico responsavel por esta area verifica todos os
dias o nivel dos gases nos reservatorios do hospital, bem como o nimero de unidades moveis
(botijas) existentes. Quando os niveis dos gases se encontram abaixo de um limite
anteriormente definido, procede-se, com o apoio dos administrativos, a realizacdo da

encomenda junto do fornecedor.

E também de salientar que em situacdes especiais ou de urgéncia comprovada, é possivel a
aquisicao de produtos por empréstimo com outros hospitais ou por compra a fornecedores
locais, como por exemplo a farmacia comunitaria. Esta ultima situacdo foi particularmente
visivel durante a realizacao do estagio, em que a farmacia hospitalar procedeu, com relativa

frequéncia, a compra de produtos junto de uma farmacia localizada perto do hospital.
3.4 - Rececéo e conferéncia de produtos adquiridos

Atendendo ao circuito do medicamento, a rececao de encomendas no Hospital Sousa Martins é
feita numa area especifica que possui acesso direto ao exterior e ligacao facilitada aos locais

de armazenamento.

A rececdo é feita por um técnico de diagnodstico e terapéutica, que tem por responsabilidade
a conferéncia qualitativa e quantitativa da mesma, devendo comparar as informacoes
contidas na fatura ou guia de transporte com as da nota de encomenda. O registo informatico

das encomendas rececionadas é feito pelos administrativos.

Este é o procedimento geral de rececdo, no entanto existem produtos cuja rececdo € da
responsabilidade do farmacéutico hospitalar. Entre estes encontram-se os psicotropicos, os
estupefacientes, as benzodiazepinas, os hemoderivados e os farmacos de ensaios clinicos. As
encomendas relativas a psicotropicos, estupefacientes e benzodiazepinas devem vir

acompanhadas da folha de requisicao (ver Anexo 1) devidamente preenchida, sendo
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posteriormente arquivada pelos Servicos Farmacéuticos. Por sua vez, os hemoderivados,
devem vir obrigatoriamente acompanhados dos boletins de analise e certificados de

aprovacao emitidos pelo INFARMED.
3.5 - Armazenamento

0 armazenamento de medicamentos, produtos farmacéuticos e dispositivos médicos deve ser
feito de modo a garantir as condicdes necessarias de espaco, luz, temperatura, humidade e

seguranca que estes necessitam para um correto armazenamento. f2]

No Hospital Sousa Martins, os Servicos Farmacéuticos possuem dois espacos principais de
armazenamento. Num armazém sao guardados os medicamentos, os antidotos, os
suplementos dietéticos, a alimentacdo parentérica e entérica, os pensos terapéuticos e os
anticoncecionais. Neste armazém, existem ainda areas reservadas ao armazenamento dos
medicamentos psiquiatricos, dos medicamentos com elevado nivel de rotacdo e/ou
volumosos, uma arca para armazenamento de plasma e frigorificos de armazenamento de
hemoderivados, citotoxicos, medicamentos termolabeis e vacinas. Tanto a arca como os
varios frigorificos possuem um sistema de controlo de temperaturas. No segundo armazém

encontram-se armazenados os soros, agua destilada e desinfetantes.

Todos os produtos encontram-se armazenados por ordem alfabética da sua denominacao

comum internacional, quando aplicavel.

A farmacia dispbe ainda de um cofre para armazenamento dos estupefacientes e
psicotropicos, um armario com chave para armazenamento de benzodiazepinas e outros
armarios individuais onde sao guardados os produtos com AUE e citotoxicos que nao precisam
de refrigeracao. Os gases medicinais encontram-se armazenados a parte, numa outra zona do
hospital. Apesar de estar contemplado por lei, o armazenamento e arrumacao de produtos

inflamaveis nao é feito em separado.

Em todos os casos a arrumacao dos produtos segue a regra first in first out , de forma a ser

evitado o seu desperdicio por expiracdo da data de validade.

4, Distribuicao
A distribuicao de medicamentos envolve um conjunto de processos especificos que asseguram

de forma imediata e eficaz a disponibilidade dos produtos farmacéuticos, tanto para os

servicos hospitalares como para o regime de ambulatério.
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A distribuicdo de medicamentos tem como objetivos:

* Garantir o cumprimento da prescricao;

* Racionalizar a distribuicao dos medicamentos;

* Garantir a administracao correta do medicamento;

*  Diminuir os erros relacionados com a medicacao (administracao de medicamentos
nao prescritos, troca da via de administracao, erros de doses, entre outros.);

* Monitorizar a terapéutica;

* Reduzir o tempo de enfermaria dedicado as tarefas administrativas e manipulacdo dos
medicamentos;

e Racionalizar os custos com a terapéutica.

Nos Servicos Farmacéuticos hospitalares existem diferentes sistemas de distribuicao e

dispensa, sendo necessaria a distincao entre: %!

» Distribuicao a doentes em regime de internamento:
— Sistema de distribuicao classica;
— Sistema de reposicao de stocks nivelados;
— Sistema de distribuicao em dose unitaria e/ou individual.
» Distribuicdo a doentes em regime de ambulatorio;
» Dispensa de medicamentos e dispositivos médicos ao publico;
* Dispensa de medicamentos sujeitos a legislacao restritiva, como:
— Estupefacientes, psicotropicos e benzodiazepinas;

— Hemoderivados.
4.1 - Distribuicao classica

A distribuicdo classica consiste da dispensa periodica de medicamentos aos servicos, num
periodo de tempo previamente acordado entre o enfermeiro chefe e o farmacéutico
responsaveis pelo servico. Pela aplicacdo deste modelo, cada enfermaria dispde de um stock
de medicamentos e outros produtos farmacéuticos, que é controlado pelo pessoal de

enfermagem. "]

Este modelo de distribuicao possui alguns inconvenientes associados, nomeadamente a
acumulacao desnecessaria de determinados produtos em stock, o desperdicio nao controlado

e a falta de intervencao do farmacéutico no perfil farmacoterapéutico do doente.!!

No Hospital Sousa Martins, este tipo de distribuicdo € aplicada aos antissépticos,

desinfetantes, soros e injetaveis de grande volume.
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4.2 - Reposicao de stocks nivelados

A reposicao de stocks nivelados, ou por niveis, € um sistema de distribuicdo mais avancado do
que a distribuicao classica. Cada enfermaria possui um stock de medicamentos, fixo e

controlado, adaptado as patologias habitualmente tratadas ! e aos consumos habituais.

A constituicao desses stocks, quanto aos medicamentos selecionados e respetiva quantidade,

é feita por acordo entre os médicos, farmacéuticos e enfermeiros responsaveis pelo servico.
[2]

No Hospital Sousa Martins, a reposicao de stocks nivelados é feita semanalmente. Apods a
verificacdo de existéncias na enfermaria, o enfermeiro chefe faz o pedido das faltas
informaticamente, que é posteriormente validado pelo farmacéutico e aviado pelo técnico de
diagnostico e terapéutica responsavel pelo servico. Os servicos de obstetricia, ginecologia,
oftalmologia, otorrinolaringologia, pediatria, urgéncia e unidade de cuidados intensivos de

cardiologia sao abastecidos por este modelo de distribuicao.
4.3 - Distribuicao em dose unitaria

A distribuicdo de medicamentos em sistema de dose unitaria surge pela a necessidade de:

* Aumentar a seguranca no circuito do medicamento;

e Conhecer melhor o perfil farmacoterapéutico dos doentes;
e Diminuir o risco de interacoes;

e Racionalizar melhor a terapéutica;

e Atribuir mais corretamente os custos;

¢ Reducéao dos desperdicios.

Neste sistema de distribuicdo, o farmacéutico é responsavel pela interpretacao e validacao da
prescricio médica, dando origem ao perfil farmacoterapéutico de cada doente. E dada
especial atencdo a parametros como a dose, a frequéncia, a via de administracdo, as

interacdes, a duplicacdo de terapéutica, a duracao e a adequacao do tratamento ao doente.

No Hospital Sousa Martins, chegam todas as manhas a farmacia os duplicados das prescricoes
médicas em formato de papel. Apos a avaliacdo dos parametros anteriormente referidos e
introducao dos mesmos num sistema informatico proprio do hospital, € construido, pelo
farmacéutico responsavel do servico, o perfil farmacoterapéutico dos doentes. Este, depois
de validado, é impresso e entregue aos técnicos de diagnostico e terapéutica que preparam a
dose unitaria para um periodo de 24 horas. Como a farmacia do hospital nao funciona em
pleno durante o fim-de-semana, a sexta-feira sdo preparadas as doses unitarias para um

periodo de 72 horas.
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As cassetes onde sdo colocadas as doses unitarias, sdo formadas por compartimentos
individualizados, correspondendo cada um a um nimero de cama e doente em especifico.
Cada compartimento encontra-se dividido em quatro divisorias, correspondendo cada uma a
um momento de administracdo especifico (pequeno almoco, almoco, jantar e ceia). Apos o
preenchimento das cassetes, baseado nos perfis farmacoterapéuticos, estas sdo enviadas para

os respetivos servicos pelos auxiliares.

E importante referir que o acondicionamento de medicamentos em embalagem unidose deve
seguir determinados critérios. Tém de permanecer identificaveis até ao momento da sua
administracao, devendo ser possivel determinar o seu nome genérico, lote de fabrico,

dosagem e prazo de validade.

No Hospital Sousa Martins sao fornecidos por dose unitaria os servicos de ortopedia homens e
mulheres, cirurgia homens e mulheres, cardiologia, pneumologia, unidade de cuidados
intensivos, medicina A e B e unidade de Acidentes Vasculares Cerebrais (AVC’s). Foi possivel
realizar, durante o periodo de estagio, perfis farmacoterapéuticos para todos estes servicos.
Destaco a complexidade e exigéncia de cooperacao entre classes profissionais necessaria a

correta formulacao da dose unitaria para a unidade de cuidados intensivos.
4.4 - Distribuicao a doentes em regime de ambulatério

A dispensa de medicamentos a doentes em regime de ambulatorio por parte dos Servicos
Farmacéuticos hospitalares, surge da necessidade de vigilancia e controlo de determinadas
patologias cronicas, da necessidade de vigilancia da terapéutica prescrita para as referidas
patologias e do facto de a comparticipacdao de certos medicamentos so ser a 100% se forem
dispensados por estes servicos. > 7!

Em situacoes de emergéncia, em que o fornecimento dos medicamentos nao possa ser
assegurado pelas farmacias comunitarias, ou quando nao existe na localidade uma farmacia
particular, os Servicos Farmacéuticos hospitalares podem efetuar a dispensa de
medicamentos em regime de ambulatério, ¥ desde que nao fiquem comprometidas as

necessidades do hospital.

Para que essa dispensa seja realizada em condicbes apropriadas e alcance os objetivos
desejados, é necessario que seja efetuada por farmacéuticos hospitalares e em instalacoes

proprias para o efeito, que assegurem as condicdes técnicas e de privacidade adequadas.

Apesar das recomendacdes anteriores, no Hospital Sousa Martins a dispensa de medicamentos
em ambulatério é realizada na area de trabalho dos farmacéuticos, sendo a mesma efetuada

pelo farmacéutico que se encontrar disponivel no momento.
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A dispensa so6 ocorre mediante a apresentacdao de uma prescricdo médica em suporte de
papel, sendo dispensada a quantidade de medicamento necessaria para 30 dias de
tratamento. Como o hospital ndo possui um sistema informatico para ajuda no ambulatério, o
farmacéutico que procede a dispensa deve anotar na receita a quantidade de produto
dispensado e a data em que foi efetuada a dispensa. Caso a receita seja s6 parcialmente

aviada, esta é arquivada como pendente.

Juntamente com a medicacao devera ser fornecida ao doente informacdo complementar,
quer oral quer escrita, de forma a garantir que este conhece a forma correta de
administracao da medicacao. O farmacéutico deve também assegurar-se que o transporte e
armazenamento sera efetuado nas condicbes requeridas, com especial énfase nos

medicamentos que necessitam de ser armazenados em condicoes de refrigeracao.

Aquando da dispensa de medicamentos biologicos deve ser anotado o seu lote e validade. Nos
Servicos Farmacéuticos sao também elaborados e mantidos registos acerca da dispensa deste
tipo de medicacao, com o objetivo de assegurar efetividade e o acompanhamento da adesao

dos doentes a terapéutica.

Todos os dias a farmacéutica responsavel pelo controlo administrativo desta area verifica as

receitas aviadas, dando baixa informatica dos produtos cedidos.

4.5 - Distribuicdo de medicamentos sujeitos a legislacao

restritiva

4.5.1 - Estupefacientes, psicotrépicos e benzodiazepinas

Esta classe de substancias abrange um conjunto variado de farmacos capazes de conduzir a
abuso, com subsequente dependéncia psicologica e fisica. As substancias pertencentes a esta
classe encontram-se legisladas pelo Decreto-Lei n°15/93 de 22 de Janeiro. ® Para prevenir o
seu uso incorreto, foram instituidas medidas que visam um controlo rigoroso desde a

encomenda, passando pelo armazenamento e distribuicao e terminando na sua administracao.

No Hospital Sousa Martins, a distribuicao destes medicamentos inicia-se com um pedido feito
a farmacia por parte do enfermeiro chefe do servico requerente. De seguida o farmacéutico
procede ao preenchimento da ficha de requisicao (ver Anexo Il) constante no anexo X da
Portaria n° 981/98 de 8 de Junho ', onde sao descritas as caracteristicas do medicamento
dispensado bem como o seu numero. Essa ficha é assinada pelo farmacéutico e pelo
enfermeiro que recebe a medicacao, ficando o duplicado arquivado na farmacia enquanto o

original acompanha o medicamento, sendo preenchido consoante a administracao deste.
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Apds a administracao de todas as unidades dispensadas, o original da ficha de requisicao é
enviado de volta aos Servicos Farmacéuticos, onde é arquivado junto do duplicado. Aquando
da rececdo do original € importante verificar se o nimero de unidades administradas
corresponde ao nimero de unidades dispensadas, se tal ndo acontecer é importante verificar

a existéncia de alguma informacao escrita que dé conta das unidades desperdicadas.
4.5.2 - Hemoderivados

Este grupo engloba todas as substancias que sao derivadas do sangue ou plasma humano.

A possibilidade de transmissdao de doenca infeciosa a partir da administracao terapéutica
destes medicamentos levou a uma necessidade de organizar e uniformizar os ficheiros
hospitalares de registo de identificacao dos lotes, fabricantes e distribuidores dos
medicamentos hemoderivados e dos doentes aos quais sao administradas unidades

medicamentosas dos mesmos. /1

Todos os atos de requisicao clinica, distribuicao aos servicos e administracao aos doentes de

produtos hemoderivados ! devem ser registados em ficha prépria (Anexo ll).

Apos verificacdo da justificacao clinica, cabe ao farmacéutico o preenchimento do quadro C
da referida requisicdo. Neste quadro € descrito o tipo de hemoderivado dispensado, a
quantidade, o lote, a origem e o nimero de certificado do INFARMED. Sao também
necessarias as assinaturas do farmacéutico que dispensa o produto e do enfermeiro que o
recebe. O original da ficha é arquivado nos Servicos Farmacéuticos, enquanto o duplicado é

entregue ao servico requisitante e arquivado junto do processo clinico do doente.

5. Producao e controlo

Apesar de ter sido uma area muito importante nos Servicos Farmacéuticos hospitalares, com o
crescimento e desenvolvimento da industria farmacéutica sao poucos os medicamentos que se

produzem nos hospitais.
As preparacoes que se fazem atualmente, destinam-se essencialmente a: f2]

* Doentes individuais e especificos (formulas pediatricas por ex.);
e Reembalagem de doses unitarias solidas;
* Preparacgoes assépticas (solucoes e diluicoes de desinfetantes);

* Preparacoes estéreis ou citotoxicas individualizadas.
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Apesar da preparacdao de medicamentos se ter alterado, mantem-se a exigéncia de produzir
preparacbes farmacéuticas seguras e eficazes. Para que esse objetivo seja alcancado é
necessario haver uma estrutura adequada e um sistema de procedimentos que assegure um
“Sistema de Qualidade na Preparacdo de Formulacdes Farmacéuticas”.?!

No Hospital Sousa Martins, um pouco a imagem do que acontece no resto dos hospitais do
pais, a area de producao encontra-se limitada a algumas preparacées de medicamentos

manipulados, reembalagem de doses unitarias solidas e preparacao de alguns citotdxicos.

5.1 - Farmacotecnia

O objetivo primordial da farmacotecnia € produzir preparagdes farmacéuticas eficazes e
seguras para todos os doentes, sendo para isso necessario definir responsabilidades,

procedimentos e processos e implementar um sistema de gestdo de qualidade. ['*
5.1.1 - Preparacao de Formas Farmacéuticas nao estéreis

A preparacdo de formas farmacéuticas nao estéreis pode incluir a mistura de matérias-
primas, a adicdo de matérias-primas a medicamentos e a mistura ou diluicdo com produtos-

base. ['%

A area de armazenamento de material deve ter controlo sobre a luz e humidade e deve ser
[10]

separada dos medicamentos e outros produtos farmacéuticos.
No Hospital Sousa Martins a preparacdo de formas farmacéuticas é uma atividade pouco
desenvolvida e que envolve a realizacdo de um conjunto de formulacoes tais como: xarope
comum; xarope de trimetoprim a 1%; papéis de nitrofurantoina; alcool boricado a 70; acido
acético a 5%; tetracaina a 2%; soluto de Lugol; pomada de vaselina salicilada a 5%; frascos de

sulfato de magnésio e frascos de sulfato de zinco.

0 processo de preparacdo de formas farmacéuticas nao estéreis inicia-se com a interpretacao
da prescricdao, garantindo a seguranca do farmaco relativamente a dose, exclusao de
incompatibilidades e interacées que influenciem a acao do medicamento e seguranca do
doente. A técnica de preparacao e calculos necessarios sao previamente determinados e
verificados por um par. A preparacao é feita pelo farmacéutico responsavel por esta area, ou

sob sua orientacao.

Apds a preparacdao e embalamento dos preparados deve-se proceder a sua rotulagem,
indicando o nome do doente/servico, nome da preparacao, prazo de validade, posologia,

modo de conservacao e de uso.
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0 farmacéutico também é o responsavel por assegurar, dentro de boas condicbes, a
disponibilidade de todas as matérias-primas, equipamentos e materiais necessarios a

preparacao destes produtos.

A elaboracdo de medicamentos manipulados pelos farmacéuticos hospitalares € regulada pela
Portaria n.° 594/2004 de 2 de Junho, " que aprova as “Boas Prdticas a Observar na
Preparacdo de Medicamentos Manipulados em Farmdcia de Oficina e Hospitalar”. Esta
portaria descreve as condicdes necessarias a nivel de pessoal, instalacoes e equipamentos,
documentacdao, matérias-primas, materiais de embalagem, manipulacdo, controlo de
qualidade e rotulagem, para ser obtido um elevado padrao de qualidade dos medicamentos

manipulados. '

5.1.2 - Reembalagem de doses unitarias sélidas

A dispensa de medicamentos em dose unitaria determina muitas vezes a necessidade do seu
reembalamento, ajustando assim a oferta da industria farmacéutica ao servico prestado pelos

Servicos Farmacéuticos hospitalares. '}

A reembalagem e rotulagem de medicamentos unidose devem ser efetuadas de maneira a

assegurar a seguranca e qualidade do medicamento.

Esta area dos servicos farmacéuticos, quando devidamente equipada, consegue cumprir os

seus objetivos principais, que sao

e Permitir aos Servicos Farmacéuticos disporem do medicamento, na dose prescrita
e de forma individualizada; reduzindo assim o tempo de enfermagem dedicado a
preparacao da medicacdo a administrar, os riscos de contaminacao do
medicamento, os erros de administracao e garantindo uma melhor gestao
econoémica;

e Garantir a identificacdo do medicamento reembalado (nome genérico, dose, lote,
prazo de validade);

* Proteger o medicamento reembalado dos agentes ambientais;

* Assegurar que o medicamento reembalado pode ser utilizado com seguranca,

rapidez e comodidade.

Apesar de nao ser funcao especifica do farmacéutico, foi possivel observar o processo de
reembalamento no Hospital Sousa Martins. Este é efetuado numa sala propria, que se
encontra equipada com uma maquina automatica de reembalamento de formas sélidas. Este
processo € sobretudo aplicado quando a prescricdo requer fracionamento da forma
farmacéutica, visto que sempre que possivel opta-se, para a dose unitaria, por corte e

rotulagem dos blisters com rétulos autocolantes.
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O prazo de validade do medicamento reembalado tem de ter em conta o prazo de validade
inicial desse medicamento, sendo a validade maxima atribuida de seis meses. E também
importante referir que entre reembalagem de farmacos, o material tem de ser todo limpo e

desinfetado, para evitar contaminacdes cruzadas.
5.1.3 - Preparacdes citotdxicas individualizadas

A manipulacdo de farmacos citotoxicos deve efetuar-se de forma centralizada nos Servicos

Farmacéuticos, o que permite ":

e Racionalizar a utilizacao destes farmacos;

¢ Uma melhor gestao do risco;

e Integrar o farmacéutico na equipa de oncologia;

e Disponibilizar o tempo dos médicos e enfermeiros para tarefas paras as quais
estao mais vocacionados;

¢ Uma gestao de stocks mais eficaz.

Nas preparacdes citotoxicas individualizadas o farmacéutico e responsavel por interpretar e
validar protocolos de quimioterapia; elaborar um manual com os procedimentos de trabalho;
preparar, supervisionar e distribuir os medicamentos; estabelecer normas de atuacao em
situacoes de derrame acidental, extravasao e eliminacdo; implementar procedimentos de
limpeza e elaborar guias de manipulacao de citotoxicos, estabelecendo desta forma normas e
procedimentos que garantam o cumprimento dos padroes de qualidade, higiene e seguranca

necessarios a este tipo de preparacées. %!

Todo o processo de trabalho deve ser efetuado numa area de acesso restrito, em camara de
fluxo de ar laminar vertical da Classe Il B, com preferéncia para as da Classe Il B2, de
exaustao total ou sistemas isoladores (cabines fechadas, com acesso do manipulador por

mangas de borracha), que deve ser destinada somente a preparacio deste tipo de produtos.™

O pessoal que prepara os citotoxicos devera estar equipado com vestuario protetor, luvas,

touca, oculos de protecdo e mascara.

De uma forma geral o processo de preparacdo de citotoxicos comeca com a rececao,
verificacdo e validacao da prescricdo médica por parte do farmacéutico. Neste ponto o
farmacéutico avalia os protocolos, o perfil farmacoterapéutico, a posologia, a estabilidade e
a compatibilidade dos medicamentos, seguindo-se a emissao dos rdtulos que servem de base
para a preparacao dos citotoxicos. Apds a preparacao, estes sdo devidamente acondicionados

e dispensados, sendo a administracao da responsabilidade do pessoal de enfermagem.
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No Hospital Sousa Martins, devido a auséncia de condicées nos Servicos Farmacéuticos, a
preparacao de citotoxicos € realizada por enfermeiros no hospital de dia, cabendo ao

farmacéutico responsavel pela area da farmacotecnia a preparacao de mitomicina C.

6. Informacao

A atividade de informacdo é uma tarefa complexa que exige selecdo e avaliacao de
informacao. Muitas vezes o farmacéutico é solicitado para emitir opinidao critica e resolver

questdes relacionadas a uma situacéo clinica de um doente concreto. "]

Apesar de ndo se encontrar implementado nos Servicos Farmacéuticos do Hospital Sousa
Martins um Centro de Informacao de Medicamentos (CIM), ou um Servico de Informacao de
Medicamentos (SIM), sao varios os profissionais de salde que recorrem a farmacia hospitalar
para esclarecerem questdes respetivas a posologias, indicacdes e forma de administracao de
medicamentos. Os pedidos de informacao sao realizados, na sua maioria, pessoalmente ou por

via telefénica.

Apdés a analise do pedido de informacdo procede-se ao esclarecimento das questdes
levantadas, esclarecimento esse que pode ser prestado na hora, caso o farmacéutico possua a
informacao necessaria, ou prestado apos consulta de fontes bibliograficas fidedignas, como
por exemplo o Prontuario Terapéutico, Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM),

entre outras.

7. Farmacovigilancia

A introducdo de um novo farmaco no mercado implica a realizacdo prévia de uma série de
ensaios que fornecem a informacdo mais relevante sobre o seu perfil farmacologico, tanto
terapéutico como toxico. Pelo contrario, certos aspetos da sua atividade farmacoldgica nao
sdo detetados, visto que durante a realizacdo dos ensaios clinicos, a populacdo estudada nem

sempre coincide com aquela na qual o medicamento vai ser administrado.!”’

Assim torna-se importante desenvolver um programa de acompanhamento pos
comercializacdo do medicamento que permita comunicar os efeitos inesperados ou tdxicos

causados por este. [/}

Em Portugal, o INFARMED é a entidade responsavel pelo acompanhamento, coordenacédo e
aplicacdo do Sistema Nacional de Farmacovigilancia. Todos os profissionais de salde,

farmacéuticos hospitalares incluidos, integram a estrutura do Sistema Nacional de
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Farmacovigilancia, tendo a obrigacdo de enviar informacao sobre reacdes adversas graves ou

nao esperadas, que ocorram com o uso de medicamentos.

As unidades de farmacovigilancia hospitalares revestem-se de particular importancia, dada a
complexidade e multiplicidade das terapéuticas instituidas, que aumentam a probabilidade

de ocorréncia de uma reacdo adversa exagerada, ou nao esperada ao medicamento.

Perante a identificacdo de uma reacao adversa, o farmacéutico hospitalar deve notificar o
INFARMED através do preenchimento de uma ficha de notificacdo especifica, onde se

descreve a utilizacao do medicamento pelo doente e o efeito adverso detetado.

8. Ensaios clinicos

Os ensaios clinicos sdo, atualmente, uma das Unicas fontes disponiveis no combate a algumas

patologias para as quais a terapéutica atual nao se revela eficaz.

Um ensaio clinico pode ser entendido como “qualquer investigacdo conduzida no ser humano,
destinada a descobrir ou verificar os efeitos clinicos, farmacolégicos ou os outros efeitos
farmacodindmicos de um ou mais medicamentos experimentais, ou identificar os efeitos
indesejdveis de um ou mais medicamentos experimentais, ou analisar a absor¢éo, a
distribuicdo, o metabolismo e a eliminacdo de um ou mais medicamentos experimentais, a
fim de apurar a respetiva seguranca ou eficdcia.” I'*

Para a realizacado de investigacao clinica num hospital é necessaria a presenca de uma equipa
multidisciplinar que permita um desenvolvimento eficaz do ensaio. Os Servicos Farmacéuticos
hospitalares constituem um dos elementos basicos que permitem otimizar a gestdo dos
medicamentos em investigacao, assim como garantir a maxima seguranca e eficacia dos

estudos. [

Apdés a aprovacao do ensaio pelo INFARMED, os medicamentos experimentais a serem
utilizados devem ser armazenados e cedidos pelos Servicos Farmacéuticos do estabelecimento

de salde onde decorre o estudo.

Os ensaios clinicos possuem um farmacéutico responsavel que deve estar a par de toda a
informacado cedida pelo promotor. Deve também conhecer o protocolo do ensaio e estar
envolvido no estabelecimento de guidelines que garantam o controlo de todo o circuito que
envolve o medicamento experimental, sendo da sua competéncia a rececdao, armazenamento,

dispensa e devolucao da medicacao ao promotor.
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E de destacar que todos os ensaios clinicos devem ser realizados segundo as Boas Praticas
Clinicas, nomeadamente no que respeita a requisitos de qualidade ética e cientifica a cumprir
na concecao, realizacdo, registo e notificacao dos ensaios que envolvam a participacao de
seres humanos. E também necessario assegurar a protecdo dos direitos, da seguranca e do

bem-estar dos individuos envolvidos. ['?!

9. Nutricao assistida

A nutricao engloba o acesso, a ingestdo, a digestdao, a absorcao e a metabolizacao de
substancias bioquimicas, os nutrientes, em quantidades e proporcdes que possibilitem a
normal morfologia e funcionamento das estruturas subcelulares e celulares, bem como
adequado desenvolvimento e maturacdo. [’

Nos individuos saudaveis e maioria dos doentes, os nutrientes sao veiculados pelos alimentos
correntes. Cada individuo, saudavel ou doente, tem necessidades individuais em macro e
micronutrientes que devem ser adquiridas de forma equilibrada de modo a manter a
homeostasia ou a corrigir desequilibrios nutricionais por défice ou excesso. !'*

A maioria dos doentes pode e deve receber nutricao oral. No entanto existem casos,
sobretudo em doentes hospitalizados, em que é necessario recorrer a alternativas destinadas
ao doente que nao quer, nao pode, ou nao consegue receber os nutrientes necessarios através
de dietas de alimentos correntes. " Quando isto acontece surgem duas opcdes para a

obtencao dos nutrientes necessarios, a administracao por via entérica ou por via parentérica.

Apesar de ser considerada uma terapéutica segura é necessario ter em conta a adequacao do
esquema nutritivo a situacdo clinica do doente, que deve ser monitorizado clinica e
laboratorialmente de forma a ser possivel a correcdo dos aportes de macro e micronutrientes,

em funcéo da evolucao clinica deste. 1!

No Hospital Sousa Martins a farmacia apenas se encarrega do seu armazenamento e dispensa.
Nao obstante, foi efetuada durante o estagio, pela Doutora Célia Bidarra, uma pequena
apresentacdo sobre nutricdo parentérica e entérica, onde foi possivel obter alguns dos

conhecimentos a seguir apresentados.
9.1 - Nutricao entérica

A nutricdo entérica consiste na administracdo de uma formula ou produto por via oral (se

possivel), ou pelo tubo digestivo através de uma sonda de alimentacéo. E o método de eleicao
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para a administracdo de nutricdo artificial. " Pode ser administrada como suplemento de

uma dieta normal ou como forma de nutricdo Unica.

E indicada para situacées em que o doente ndo consegue ingerir os alimentos de forma
normal, por via oral, mas possui um tubo digestivo funcional. E um método mais fisiologico e
economico que, comparativamente, a nutricdo parentérica, possuindo ainda um menor

numero de complicagdes associadas, como por exemplo infecdes.

Nos casos em que o doente consegue deglutir, a alimentacao é feita por via oral com recurso
a suplementos dietéticos orais, que podem ser completos ou modulares, sendo que estes
altimos servem apenas para fortificar dietas de alimentos correntes. [*!

Quando o doente nao consegue deglutir opta-se pela utilizacdo de uma sonda para a
administracdo da nutricdo entérica. Nesta situacdo sao utilizadas dietas poliméricas ou
poliméricas modificadas, que visam substituir na totalidade a alimentacéo oral. ['*!

Existem ainda, ao nivel da nutricdo entérica, dietas especificas para algumas patologias

metabolicas, autoimunes, hepaticas e renais.

9.2 - Nutricao Parentérica

A nutricao parentérica corresponde as formulacdes injetaveis de administracao de nutrientes
diretamente na circulacdo sanguinea do doente, através de um veia periférica ou central.
Apresentam-se como preparacdes injetaveis prontas ou de preparacao extemporanea. [13]

Os macronutrientes sdo veiculados por solucdes concentradas de glucose, de aminoacidos
essenciais e nao essenciais e emulsdes lipidicas. As formulacdes de micronutrientes
(eletrolitos, oligoelementos e vitaminas) especificas para nutricao parentérica sdo
adicionadas as formulacoes isoladas ou a qualquer tipo de misturas, segundo regras rigorosas

de estabilidade e assépsia. ['*]

No Hospital Sousa Martins a nutricdo parentérica € obtida sob a forma de bolsas bi ou tri
compartimentadas, previamente formuladas pela indlstria, em que a mistura dos

macronutrientes é feita por aplicacao de forca aos varios compartimentos.
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10. Farmacocinética clinica

A farmacocinética clinica € um ramo da farmacia hospitalar, cujo objetivo primordial é a
correta administracao de farmacos tendo como base a medicao dos seus niveis séricos, o que

se traduz por um controlo terapéutico individualizado. #

A medicao dos niveis séricos € especialmente importante para aqueles farmacos com janela

terapéutica estreita ou comportamento cinético variavel.

No Hospital Sousa Martins, esta funcdo nao esta inserida no trabalho diario dos Servicos
Farmacéuticos, sendo que em nenhuma altura do estagio foi possivel observar qualquer

atividade em farmacocinética clinica.

11. Acompanhamento da visita médica

Além de especialista do medicamento, cada vez mais o farmacéutico assume-se na sociedade
como um importante profissional de salde publica, com formacdo e conhecimentos que

podem ser bastante Uteis em situacdes especificas.

A integracao do farmacéutico hospitalar em equipas multidisciplinares de salde obriga a sua
participacdo na designada visita médica. Esta participacdo permite maximizar a sua
intervencao direta através da emissdo de opinido sobre a terapéutica instituida a um doente,
esquemas posologicos, formas e vias de administracao de farmacos, detecao e ou prevencao
de efeitos secundarios e interacées farmaco-farmaco ou farmaco-nutriente, vigilancia do
cumprimento de protocolos terapéuticos instituidos ou detecdo da necessidade da sua
implementacao, entre outros. Esta participacao permite ainda uma contribuicao mais eficaz
do farmacéutico para a racionalizacao da terapéutica e a melhoria da qualidade dos cuidados

prestados ao doente. /]

O Hospital Sousa Martins encontra-se entre os primeiros hospitais a instituir a participacao
farmacéutica na visita médica. Depois de um longo periodo de batalha entre classes, a
presenca do farmacéutico na visita € hoje vista como uma mais-valia para o doente,
encontrando-se implementado na ortopedia homens e mulheres, medicina A e B, pneumologia

e cirurgia homens e mulheres.
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12. Atividades farmacéuticas na enfermaria

No seguimento da integracdo do farmacéutico em equipas de salde multidisciplinares é

também importante a visita deste as enfermarias.

A presenca do farmacéutico na enfermaria permite a vigilancia da conservacao dos stocks de
medicamentos, bem como a verificacdo do cumprimento de protocolos e linhas orientadoras

de terapéutica. !

Diariamente, cada farmacéutico do Hospital Sousa Martins visita as enfermarias dos servicos
que tem a seu cargo, obtendo informacdes sobre os internamentos, altas e alteracdes
efetuadas as terapéuticas dos doentes internados. Este momento serve também para o
farmacéutico verificar os stocks e validade de medicamentos existentes nas enfermarias e

facultar informacdo a equipa de enfermagem.

Além do referido anteriormente, o farmacéutico verifica também o mapa individual de cada
doente, onde os enfermeiros anotam a hora, quantidade e nome dos medicamentos
administrados. Com isto pretende-se contribuir para o aumento de seguranca do doente e

diminuicdo do niUmero de erros associados a medicacao.

13. Comissoes Técnicas

As comissdes técnicas visam a implementacdo de regras, normas e procedimentos,
contribuindo para uma melhoria na qualidade dos cuidados de saude prestados pelo hospital

em causa. !

Entre as comissdes técnicas hospitalares, o farmacéutico toma parte ativa na Comissao de

Farmacia e Terapéutica, Comissao de Etica e Comissdo de Controlo da Infecdo Hospitalar.

Todas estas comissdes encontram-se reguladas por legislacao especifica, que determina a sua

composicao e regula o seu funcionamento.

0 funcionamento e composicao da Comissdao de Farmacia e Terapéutica deve ter em conta o
disposto pelo Despacho n.° 1083/2004, de 1 de Dezembro, ["*! j4 o Decreto-Lei n° 97/95, de 10
de Maio, "® regulamenta as Comissdes de Etica para a saiude, enquanto as Comissdes de
Controlo de Infecao sao regidas pela Circular Normativa n° 18/DSQC/DS, de 15 de Outubro de
2007. 0"

Durante o decorrer do estagio nao foi prestado qualquer esclarecimento sobre o

funcionamento destas comissdes, nem sobre o papel dos Servicos Farmacéuticos do Hospital
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Sousa Martins nestas. Desta forma, nenhum conhecimento adicional foi adquirido neste
ambito, optando-se assim pela omissdo da descricado exaustiva da composicdo e

funcionamento das comissoes supracitadas.
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Consideracdes finais

Ao longo do estagio realizado nos Servicos Farmacéuticos do Hospital Sousa Martins, foi-me
possivel contatar de perto com a realidade do trabalho do farmacéutico em ambiente

hospitalar.

Penso que esta experiéncia foi muito importante para o meu processo de aprendizagem, pois
para além de colocar em pratica os conhecimentos tedricos adquiridos ao longo das aulas, o
contato com esta nova realidade permitiu obter uma nocao realista do trabalho do

farmacéutico em ambiente hospitalar.

Os objetivos propostos para este estagio foram, na minha opiniado, atingidos com sucesso. No
entanto, a falta de valéncias ao nivel da preparacdo de citotoxicos, nutricdo parentérica,
formas farmacéuticas estéreis e a nao participacao por parte dos farmacéuticos do Hospital
Sousa Martins em comissdes técnicas hospitalares, impossibilitou a expansdo dos

conhecimentos adquiridos sobre estas areas ao longo dos anos curriculares.

Procurei neste relatorio descrever todas as atividades desenvolvidas, para assim demonstrar
todos os esforcos realizados para atingir as metas pretendidas, as quais acredito terem sido

transpostas com dedicacao.

O estagio deve ser visto como uma janela para o mundo do trabalho e foi nesta linha de
pensamento que enfrentei todas as dificuldades inerentes ao processo de aprendizagem com

que me deparei.

Como tal, a experiéncia foi agradavel, ndo so6 pelo contato com a realidade hospitalar, mas
também pela possibilidade de adquirir novos conhecimentos e de completar outros pré-
adquiridos, nao descorando o ambiente relacional proporcionado, que me permitiu uma boa

adaptacao e integracao na equipa multidisciplinar.

57



58



Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais metabolitos em amostras de plasma com recurso
a microextracdo em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor

de espectrometria de massa em tandem.

Referéncias Bibliograficas

10.

11.

12.

13.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Decreto-Lei n° 44 204, de 22 de
Fevereiro de 1962. Regulamento geral da Farmacia hospitalar.

Ministério da Saude, Conselho Executivo da Farmacia Hospitalar. Manual da Farmdcia
Hospitalar, 2005.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Decreto-Lei n° 183/2008, de 4 de
Setembro. Regulamento geral de criacdao das Unidades locais de Salude do Alto Minho,
Baixo Alentejo e da Guarda.

Unidade Local de Salude da Guarda. Missdo e Visdao da ULS Guarda [Online]. 2011
[Citacdo: 10 de Abril de 2013]. Disponivel em: http://www.ulsguarda.min-
saude.pt/index.php.

Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Salde. Autorizacdo de Utilizacao
Especial. [Online]. 2007 [Citacdo: 10 de Abril de 2013]. Disponivel em:
http://www.infarmed.pt/portal/page/portal/INFARMED/MEDICAMENTOS_USO_HUMA

NO/AUTORIZACAO_DE_INTRODUCAO_NO_MERCADO/AUTORIZACAO_DE_UTILIZACAO_ES
PECIAL/Delib_105CA_2007.pdf.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Portaria n° 981/98, de 8 de Junho.
Execucao das medidas de controlo de estupefacientes e psicotropicos.

Universidade de Lisboa, Faculdade de Farmacia. Manual de apoio ao estdgio de
Licenciatura. [Online]. 2002 [Citacdo: 14 de Outubro de 2013]. Disponivel em:
http://pt.scribd.com/doc/39060832/Manual-Apoio-Estagio.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Decreto-Lei n° 15/93, de 22 de
Janeiro. Regime juridico do trafico e consumo de estupefacientes e psicotropicos.
1993

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Despacho conjunto n° 1051/2000, de
14 de Setembro. Registo de medicamentos derivados de plasma.

Ordem dos farmacéuticos. Conselho do Colégio da Especialidade em Farmacia
Hospitalar. Boas Prdticas de Farmdcia Hospitalar, 1999.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Portaria n° 594/2004, de 2 de Junho.
Boas praticas a observar na preparacao de medicamentos manipulados em farmacia
de oficina e hospitalar.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Lei n° 46/2004, de 19 de Agosto.
Regime juridico aplicavel a realizacdo de ensaios clinicos com medicamentos de uso
humano.

INFARMED. Nutricdo. [Online]. [Citacdo: 14 de Outubro de 2013]. Disponivel em:
http://infarmed.pt/formulario/navegacao.php?paiid=187.

59



60

14.

15.

16.

17.

Associacao Portuguesa de Nutricdo Entérica e Parentérica. Curso de nutricdo artificial
para enfermeiros, nutricao artificial entérica. [Online]. 2011 [Citacdo: 14 de Outubro
de 2013]. Disponivel em: http://www.slideshare.net/enf_apnep/3-nutrio-entrica.
INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Despacho n° 1083/2004, de 1 de
Dezembro de 2003. Regulamentacdo das comissdes de farmacia e de terapéutica dos
hospitais do sector publico administrativo (SPA) integrados na rede de prestacao de
cuidados de saude referidos na alinea a) do n° 1 do artigo 2° do regime juridico da
gestao hospitalar, aprovado pele Lei n°® 27/2002, de 8 de Novembro.

INFARMED. Legislacdo Farmacéutica Compilada, Decreto-Lei n® 97/95, de 10 de Maio.
Regulamentacao das comissoes de ética para a salde.

Direcdo-Geral da Saude. Circular Normativa N° 18/DSQC/DSC, de 15 de Outubro. 2007



Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais metabolitos em amostras de plasma com recurso
a microextracdo em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de espectrometria de massa em tandem.

PARTE Il

Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais
metabolitos em amostras de plasma com recurso a
microextracao em seringa empacotada e analise
por cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de espectrometria de massa em tandem.

61



62



Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais metabolitos em amostras de plasma com recurso
a microextracdo em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de espectrometria de massa em tandem.

1. Revisao da Literatura

1.1 - Cannabis

A Cannabis é uma planta do género das angiospérmicas e que pode ser dividida em trés
espécies distintas: Cannabis sativa, Cannabis indica e Cannabis ruderalis.'"’ Com origem nos
vales fluviais da Asia Central ou no sul Asiatico ao longo do sopé dos Himalaias, foi cultivada
primeiramente em larga escala na China para a obtencao de fibra, sendo assim uma das mais
antigas plantas utilizada pelo Homem, quer para obtencao de fibra bem como de papel,
sementes e resinas aromaticas. ¥ A concentracdo dos canabindides é o fator que em grande
parte determina as varias utilizacdes dadas a planta e depende em larga escala das condicoes

de cultivo, climatéricas e de fatores genéticos inerentes a cannabis. ©*!

Ndo obstante de todas as aplicacdes e utilizacdes, a cannabis & primeiramente conhecida
pelos seus efeitos medicinais e euforizantes, efeitos esses que sao conhecidos ha mais de 4

mil anos, existindo registos historicos das suas acdes medicinais desde o século Il a. C. [

Com relacao aos seus efeitos euforizantes, varias culturas tém tradicionalmente usado a
cannabis pelas suas propriedades psicoativas como foi relatado em algumas comunidades do
Médio Oriente, Sul e Sudeste Asiatico. ! No entanto, no inicio do século passado, passou a ser
considerada um “problema social”, sendo banida legalmente na década de 30. [4] Hoje em
dia é uma das mais prevalentes drogas ilicitas de lazer, existindo entre 119 a 224 milhdes de

consumidores em todo o mundo. P!
1.1.1 - Formas de apresentacao

No que concerne ao consumo, a cannabis pode-se apresentar sob varias formas, existindo trés
tipos principais de apresentacao: resina (haxixe), erva ou oleo. Além do aspeto fisico, a
principal diferenca entre estas formas de apresentacdao é o seu conteldo em delta-9-

tetrahidrocanabinol (THC). ¥

A erva de cannabis possui por norma um conteldo de 5 a 10% de THC, ja a resina pode possuir
até 20%. No entanto, o o6leo de cannabis é a forma de apresentacdao que possui um maior

contetido em THC, podendo chegar aos 60%. [
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Figura 1. Erva de cannabis. % Figura 2. Resina de cannabis. 7 Figura 3. Oleo de
cannabis. !

1.1.2 - Formas de consumo

Fumar é a forma mais habitual de consumir cannabis e embora os cigarros, vulgarmente
conhecidos como "charros”, sejam a mais usual, existem outras formas de consumo: pura, em
cachimbos préprios, em cachimbos de agua e, apesar de menos comum, a cannabis pode

também ser ingerida. [
1.2 - Canabinéides

Muitos trabalhos de investigacao tém sido efetuados ao longo das Ultimas décadas de forma a
determinar que compostos existem na planta de cannabis, tendo sido identificados até a data
aproximadamente 500 compostos, entre os quais podemos destacar: terpenos, acucares,
hidrocarbonetos, esteroides, flavonoides e aminoacidos, entre outros.’ * ' Alguns destes
compostos, como € o caso dos terpenos, sdo comuns no reino vegetal, enquanto outros, como

é o caso dos canabindides, sao Unicos para esta planta. 2

Os canabinoides sdo compostos terpenofenodlicos constituidos por 21 atomos de carbono e sao
0s compostos existentes em maior nimero na cannabis, ¥ tendo até a data sido identificados
cerca de 86 canabindides. [''! Estes sao responsaveis pelos efeitos psicoativos e podem ser
classificados em dois grupos: os canabindides psicoativos (por exemplo o delta-8-THC, THC e o
seu metabolito ativo, conhecido como 11-hidroxi-delta-9-THC) e os nao-psicoativos (por
exemplo o canabidiol e o canabinol). O THC é o mais abundante e potente destes compostos.
[4]

Ao nivel da sua sintese, os canabindides sdo sintetizados primeiramente pela planta sob a
forma de acidos carboxilicos, sendo o acido 9- tetrahidrocanabinélico A (THCA), o acido
canabidiolico (CBDA) e o acido canabigerélico (CBGA) os mais comuns. '

Posteriormente, e sob influéncia da luz, calor (como acontece aquando do consumo) ou
armazenagem prolongada, ocorre uma perda do grupo carboxilico sob a forma de CO,,

levando a formacao de THC, canabidiol (CBD) e canabigerol (CBG). '@
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Estes mecanismos quimicos de conversao sao de elevada importancia, pois é assim que se
forma o THC, que tal como referido anteriormente, é o principal responsavel pelos efeitos
psicoativos que resultam do consumo de cannabis. ¥ A figura 4 mostra a via de biossintese

dos principais canabinoides.

OH OH
COOH
AT
HO HO
| -co, I
Cannabigerolic acid Cannabigerol
(CBGA) (CBG)

OH

Py COOH

O

Cannabichromenic acid

Cannabidiolic acid Tetrahydrocannabinolic acid
(CBDA) (THCA) (CBCA)
AT | -CO, AT | -CO,

j\ HO' 7§\0

Cannabidiol Tetrahydrocannabinol
(CBD) (THC)

)] U]

7o
Cannabinol Delta-8-tetrahydrocannabinol
(CBN) (delta-8-THC)

Figura 4. Via de biossintese dos principais canabindides. AT = aquecimento, [0] = oxidacao, [I] =
isomerizacao. '

1.2.1 - Farmacocinética

A farmacocinética de um composto pode ser descrita como o estudo da sua absorcao,
distribuicao, metabolismo e eliminacao do organismo, bem como o comportamento destes

processos ao longo do tempo.

Em relacdo aos compostos da cannabis, o THC é aquele cuja farmacocinética se encontra
melhor descrita, talvez devido ao facto de este ser o principal componente psicoativo da

planta. &
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A maioria do THC presente na planta encontra-se sob a forma de dois acidos carboxilicos,
sendo que apenas 5% se encontra na sua forma livre. A conversao destes a THC ocorre através

de aquecimento. %

Fumar é a principal via de consumo de cannabis, e proporciona um método rapido e
altamente eficiente de administracao da droga. Nesta situacdo, ocorre uma rapida absorcao
de THC, com o pico plasmatico a ser atingido em 7 a 8 minutos e onde as concentracoes
plasmaticas atingidas sao apenas ligeiramente inferiores as encontradas apds a administracao
intravenosa. A biodisponibilidade do THC quando fumado é cerca de 18 a 50% da quantidade
total, em parte como resultado da variabilidade intra e inter-individual, o que contribui para
a incerteza na entrega de dose. O nimero, a duracao, o espacamento, o tempo de retencao,

e volume de inalacdo podem influenciar grandemente o grau de exposicdo a droga.

Quando a cannabis é ingerida por via oral, a absorcdo é mais lenta e as concentracoes
plasmaticas de THC atingidas sdo mais baixas. ! A biodisponibilidade oral é de cerca de 4-20%
da biodisponibilidade intravenosa. Isto pode ser explicado em parte como resultado da
degradacdo do composto no estomago e do significativo metabolismo de primeira passagem,
em que o THC é convertido ao metabolito ativo 11-hidroxi-delta-9-tetrahidrocanabinol (THC-
OH) e outros metabolitos inativos. Os efeitos manifestam-se 30 - 60 minutos apos a ingestao,
podendo durar cinco ou mais horas (sintomas mais tardios e de maior duracao,
comparativamente aos resultantes da inalacao). ['!

Ao nivel da distribuicdo, o THC possui um elevado volume de distribuicao (10 L/Kg), sendo
que 97% a 98% se encontra ligado a proteinas plasmaticas, principalmente lipoproteinas.
Orgdos altamente irrigados, como é o caso do cérebro sdo rapidamente expostos ao

composto. 2!

Devido a sua elevada lipofilicidade, o THC concentra-se ao nivel do tecido adiposo, pulmao,
figado, rim, coracdo, baco e glandulas mamarias, de onde é libertado lentamente. Isto,
juntamente com uma circulacdo entero-hepatica significativa, contribui para uma eliminacao

lenta do composto, possuindo esta um tempo de meia-vida de cerca de 4 dias. ¥

No Homem a principal via de metabolizacdo do THC é a sua hidroxilacdo, pelo citocromo
P450, a THC-OH, um metabolito ativo. Outros o6rgaos que também contribuem para a
metabolizacdo do THC sdao o cérebro, intestino e pulmdes, onde vias de hidroxilacao
alternativas podem ser mais proeminentes. ! No entanto, como as concentracoes plasmaticas
e o tempo de meia vida destes compostos hidroxilados sao muito baixas, estes nao

contribuem de forma significativa para os efeitos farmacolégicos da cannabis. ['*]

Posteriormente, o THC-OH sofre oxidacao com subsequente formacao do 11-nor-9-carboxi-

delta-9-tetrahidrocanabinol (THC-COOH), um metabolito desprovido de qualquer atividade
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psicotropica. O THC-COOH sofre posterior conjugacdao com acido glucurénico, sendo este o

principal produto da biotransformacéo do THC no Homem. 2

Apos a fase de distribuicao inicial, o passo limitante da taxa de eliminacdo do THC é a sua
redistribuicao a partir dos tecidos onde se encontra acumulado para o sangue. Embora a
eliminacdo dos canabindides ocorra essencialmente através da bilis e das fezes, a urina, o
suor, o leite materno e o cabelo sao igualmente meios importantes de excrecao dos

compostos. & 141

Um total de 80% a 90% do composto é excretado dentro de 5 dias, a maior parte como

181 Muitos destes metabolitos sao conjugados com

metabolitos hidroxilados e carboxilados.
acido glucuronico, aumentando a solubilidade dos compostos em agua. O metabolito principal
a nivel urinario é o THC-COOH, enquanto o THC-OH predomina nas fezes. ['"! Na figura nimero

5 encontram-se representados os principais produtos originados no metabolismo do THC.[®]

(CH,),CH,

11-Nor-9-carboxi-A’-THC

— > Conjugacio

(CH,),CH, CH,),CH,

8-Hidroxi -A°-THC 8,11-Dihidroxi -A°>-THC
Figura 5. Metabolismo do THC. ["®

1.2.1 - Farmacologia e farmacodinamica

Desde a clonagem de 2 tipos de recetores de canabinoides distintos e da descoberta de lipidos
derivados do acido araquidénico como ligandos endogenos, que a farmacologia dos
canabindides tem recebido maior atencédo, levando a um melhor conhecimento dos efeitos

inerentes ao consumo de cannabis. ¥
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Dois recetores de canabinodides, CB; e CB,, foram clonados a partir de varias espécies,
incluindo o Homem. ['* 2% Estes recetores pertencem a superfamilia dos recetores acoplados a
proteina G e permitem a transducao do sinal desde o exterior da célula, onde o ligando se liga
ao recetor, até ao interior da mesma, onde alteracbes moleculares em proteinas alvo

resultam numa resposta biologica. %!

CB,
Stimulation

|

G.

1

v

| Adenylcyclase

|

| cAMP

| Protein Kinase A

R

Gene Expression Enzyme Activity Ion Channel
Figura 6. Recetores de canabindides (CB;) e mecanismos de transducéo de sinal. ¥

Os recetores de canabindides encontram-se, mais especificamente, acoplados a uma proteina
G inibitoria (G;), que quando ativada inibe a enzima adenilato ciclase, que por sua vez leva
um decréscimo da concentracdo do cAMP intracelular e a uma diminuicdo da funcéo celular
(figura 6). Os ligandos endogenos destes recetores sao conhecidos como endocanabinoides e
sdo considerados tanto neurotransmissores como neuromodeladores. ! Os mais conhecidos e
estudados sdo a anandamida (AEA) e o 2-Araquidonilglicerol (2-AG), ¥ que ajudam a manter a

homeostase na sinapse e a prevenir uma atividade neuronal excessiva. '

No cérebro, os recetores CB;, sdo encontrados na pré-sinapse onde medeiam uma acao
inibitdria sobre a libertacdo permanente de dopamina, acido gama-aminobutirico (GABA),
glutamato (Glu), serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e acetilcolina (Ach). Quando a
cannabis é consumida, o THC, como agonista parcial, liga-se aos recetores CB1 e origina uma
inibicdo da libertacao de neurotransmissores menos efetiva que aquela proporcionada pelos
endocanabindides, levando a um aumento das concentracdes destes na fenda sinaptica (figura
7). Também tem sido sugerido que o consumo de THC pode aumentar a libertacao de
dopamina, acetilcolina e glutamato, em certas regioes cerebrais, por inibicao da libertacao

de um neurotransmissor inibitério para os neurénios secretores destas substancias. " 2%
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Figura 7. Recetor de canabindides (CB;) - efeitos da ligacao de endocanabindides e THC. 21

Ja os recetores CB2 sao recetores periféricos e sao encontrados particularmente em células B
maduras, macrofagos e em tecidos relacionados com a imunidade, tais como as amigdalas e o

baco.
1.3 - Efeitos dos Canabinoides

Os canabindides afetam tanto as funcbes cognitivas como motoras. Os efeitos variam em
funcao da quantidade consumida, qualidade do produto, tolerancia, personalidade e estado
de espirito do individuo no momento do consumo, o contexto do consumo e a forma de
consumo (isoladamente ou em associacdo com outras drogas). "> ! Os efeitos do consumo de

cannabis podem ser divididos em efeitos a curto e a longo prazo.™
1.3.1 - Efeitos a curto prazo

Nos efeitos a curto prazo decorrentes do uso de cannabis é importante separar os efeitos

fisiologicos do uso (objetivos) dos efeitos subjetivos do consumo.

Os efeitos subjetivos sdao bem definidos pelos usuarios cronicos e incluem alteracdes ao nivel
das sensacOes (auditivas, visuais e gustativas), alteracoes das nocoes de tempo e espaco,
instabilidade emocional (euforia numa fase inicial e relaxamento numa fase mais tardia),

impulsos irresistiveis, ilusdes e mesmo alucinacdes. [ 23!
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Ao nivel de efeitos objetivos temos uma diminuicdo da performance psico-motora,
interferéncias com a capacidade de atencdo e com a memoria a curto prazo. Também
provocam uma série de efeitos periféricos tais como vasodilatacdo, broncodilatacdo e
taquicardia. % %

Do consumo de elevadas doses pode ocorrer diminuicao da coordenacdo motora, da forca
muscular, da concentracdo e do tempo de reacdo. E também de esperar hipotensao postural,

letargia, fala arrastada e congestao ocular. %
1.3.2 - Efeitos a longo prazo

O consumo cronico de cannabis tem sido associado tanto a problemas psicossociais como a

problemas de satde. %!

As consequéncias psicossociais do consumo - tais como fraco aproveitamento escolar,
abandono precoce da escola e comportamentos anti-sociais - tém sido largamente discutidas

e encontram-se bem documentadas.

Ao nivel da salde, o consumo possui efeitos adversos importantes e essencialmente centrados
ao nivel do sistema cardiovascular, endocrino, respiratorio, imunologico e sistema nervoso
central. 4

O abuso da cannabis resulta num comprometimento da funcdo cognitiva tanto em adultos
como em criancas. Sao também de esperar consequéncias ao nivel do desenvolvimento fetal
(malformacdes e danos cognitivos), alteracdo da taxa e fluxo sanguineo, complicacoes
respiratorias que podem variar desde tosse crdnica até enfisema, enfraquecimento da funcao
imunitaria e aumento do risco de desenvolvimento de cancro no pescoco, cabeca e/ou

pulmées.

Alguns casos de infecbes oportunistas, infertilidade, desordens de sono, eventos
ateroscleroticos, arritmias e cancro de prostata tém sido reportados com o uso crénico, no

entanto sdo necessarios mais estudos que comprovem e apoiem estes casos. %
1.3.3 - Dependéncia

A dependéncia resultante do consumo de cannabis tem sido diagnosticada nos mesmos
padrées de outras substancias. O risco de dependéncia aumenta conforme a extensdao do
consumo. No entanto, a maioria dos usuarios habituais ndo se tornam dependentes e

conseguem interromper o uso se assim o desejarem. [l

Apenas uma minoria desenvolve sintomas de abstinéncia, nomeadamente irritabilidade,

nervosismo, inquietacao, insonias, sintomas depressivos, reducao do apetite e cefaleias. 4

70



Determinacdo de Tetrahidrocanabinol e principais metabolitos em amostras de plasma com recurso
a microextracdo em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor
de espectrometria de massa em tandem.

1.4 - Janelas de detecao de canabindides

Como ja foi anteriormente referido, as concentracdes plasmaticas do THC e
consequentemente dos seus metabolitos sdo dependentes de varios fatores. Além da dose
também a via e forma de administracdo sdo bastante influentes na construcao do perfil de
concentracao versus tempo apos consumo. Na figura 8 apresentam-se as janelas de detecao
de diversas matrizes biologicas onde podemos detetar os produtos resultantes do consumo de

cannabis.

Fluido Oral

Plasma

Urina

Suor

Minutos Horas Dias Semanas Meses Anos

o

Figura 8. Intervalos de detecao em varias matrizes ap6s o consumo ocasional de cannabis. (2 Adaptado

1.5 - Amostras biologicas: Plasma

A determinacao de drogas de abuso, nomeadamente dos compostos de estudo neste trabalho
pode ser efetuada em diferentes matrizes bioldgicas, sendo que cada uma delas apresenta
vantagens e desvantagens. A escolha do material bioloégico para a realizacdo de analises
toxicoldgicas deve ter em consideracdo as caracteristicas toxicocinéticas dos agentes

investigados e a finalidade da analise. *°

O plasma, uma matriz convencional, é das amostras mais comummente utilizadas e possui

como principais vantagens »°F

e Correlagao direta, para a maioria dos farmacos e drogas, entre as concentragoes e
os seus efeitos biologicos;

¢ Facil manuseamento;
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* Dificuldade de adulteracao;

e Possibilidade de obter um razoavel volume;

Na eventualidade de cruzamento entre os dados resultantes das analises em plasma de um
xenobidtico e os seus dados toxicocinéticos é possivel inferir sobre o momento de uso e

[25]

quantidade de substancia administrada, uma mais-valia da escolha do plasma como

amostra e que é particularmente importante em casos de legitimidade legal.

Apesar das diversas vantagens que suportam a elevada taxa de utilizacao de plasma como

amostra, o seu uso também esta ligado a algumas desvantagens [°!:

e Processo de recolha invasivo, sendo necessario pessoal e material especializado
para a sua obtencao;

e Curta janela de detecao quando comparado com outras matrizes nao
convencionais (Ex: cabelo)

¢ 0O seu elevado conteldo proteico (7-8%) pode dificultar o processo extrativo.
1.6 - Preparacao da amostra

1.6.1 - Pré-tratamento da amostra

Apesar da existéncia de instrumentacdo analitica altamente sensivel e especifica, um
processo pré-analitico de tratamento da amostra € normalmente necessario para a extracao e
concentracdo dos compostos de interesse a partir da matriz *! antes de se efetuar a analise

cromatografica.

Este passo pré-analitico ajuda a melhorar a sensibilidade da metodologia e é muitas vezes
necessario devido a incompatibilidade da amostra com os sistemas cromatograficos,
complexidade das matrizes bioldgicas e ainda devido ao facto de algumas substancias em

27 281 £ um processo

analise se encontrarem na amostra em concentracdes vestigiais.
fundamental em todos os laboratérios, representando a maioria do tempo e recursos gastos

pelos mesmos.

Nos Ultimos anos tem-se procurado o desenvolvimento de técnicas extrativas que sejam mais
céleres, mais simples e que utilizem uma menor quantidade de solventes organicos,

diminuindo desta forma os custos e tempo gastos com esta etapa em laboratorio.

Entre as varias técnicas de preparacao de amostras as mais comummente utilizadas estdo a
extracao liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase solida (SPE). No entanto, devido as razdes
anteriormente referidas, existe uma tendéncia crescente para usar algumas técnicas mais
recentemente introduzidas, como é o caso da microextracdo em fase solida (SPME), a

microextracao em seringa empacotada (MEPS), a extracdo dinamica em fase sdlida (SPDE), a
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microextracdo em polimero monolitico (PMME), microextracdo em gota suspensa (SDME), 12!

entre outras.
1.6.2 - Microextracdo em seringa empacotada

A microextracdo em seringa empacotada (MEPS) é uma técnica recente de preparacao de
amostras desenvolvida por Abdel-Rehim nos laboratérios da AstraZeneca em 2004. %1 E uma
técnica extrativa miniaturizada baseada nos principios da SPE, no entanto difere desta devido
ao facto da amostra passar através da coluna ndo uma, mas multiplas vezes, como parte de
um esforco para aumentar a recuperacdo dos compostos de interesse. %! Outra diferenca
importante em relacdo a SPE é a possibilidade de acoplamento on-line da MEPS a diversos
sistemas cromatograficos, como a cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida (LC). 1?®
E assim possivel a obter um processo extrativo simples, robusto e rapido, com consumo

minimo de solventes organicos e diminuicdo do custo de analise. [262% 3%

O sistema de MEPS pode ser definido como um conjunto de duas partes, a seringa e o
dispositivo BIN (Barrel Insert and Needle Assembly) onde se encontram comprimidos
aproximadamente 2 mg da fase estacionaria. As fases estacionarias, ou BIN’s, mais utilizadas
sdo constituidas por adsorventes baseados em silica (SIL) ou em silicas modificadas (C,, Cs, Cys
e M).1?®I Na tabela 1 encontra-se alguma informacéo sobre os BIN’s existentes atualmente no

mercado.

Tabela 1. BIN’s e fases estacionarias de MEPS existentes. [’} Adaptado

Nome BIN Adsorvente (s) Estrutura quimica
SIL Silica =S51-0OH
C Etilsilano =Si— CH3 - CH3
Cs Octilsilano = Si —{CHEJT —CH3
Cis Octadecilsilano =51-— {C H3 J] .= CH3
Octilsilano =Si _(CHEJT _CH3
M, +

+
Benzenossulfonilpropilsilano =Si—-CH. =CH. - @ _SOTH"
= 2 2 3

A aplicacdo da microextracdo em seringa empacotada como processo extrativo é
compreendida por uma sucessao de passos que permitem de forma geral reter e concentrar os
analitos de interesse e eliminar os possiveis interferentes, ficando os primeiros dissolvidos

num eluato. ?®! As etapas aplicadas numa extracao por MEPS sdao normalmente as seguintes:
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* Acondicionamento da fase estacionaria;
* Aspiracao da amostra;
e Lavagem da fase estacionaria;

* Eluicao dos analitos.

Na fase de acondicionamento a coluna é ativada com um solvente organico, normalmente
metanol, de forma a facilitar a retencdo dos analitos. %! Apés a ativacdo faz-se passar pela

31 Terminado o

coluna agua (ou tampdes aquosos) de forma a equilibrar a mesma. [
acondicionamento a amostra é aspirada e os analitos sdo retidos, podendo este processo ser
repetido varias vezes de forma a concentrar os compostos no interior da coluna. A coluna é
depois lavada com a finalidade de eliminar proteinas e outros interferentes presentes na
amostra, sendo a eluicdo dos compostos realizada com recurso a solventes organicos. %! Em
alguns casos os compostos sao eluidos e injetados diretamente no sistema cromatografico,

diminuindo assim os passos na preparacao da amostra e aumentando a resposta do método.

Existem inimeros fatores que podem afetar o desempenho da MEPS, entre os quais o volume
e composicao das solucdes de lavagem e eluicao e o tipo e quantidade de adsorvente usado.
Uma otimizacdo destes fatores € normalmente necessaria e efetuada durante o
desenvolvimento do método. %%

A utilizacdo desta técnica para preparacao de amostras € muito promissora. De facto, como
referido anteriormente, em comparacao com a SPE ou LLE, a MEPS reduz o tempo de
preparacao da amostra e o consumo de solventes organicos, sendo o custo de analise minimo.
Se compararmos com a SPME, a MEPS possui, em geral, recuperacées absolutas muito
superiores (>50%). Quando comparada com SPE, possui a vantagem de poder ser utilizada
varias vezes, entre 50 e 100 extracées em plasma, ou 400 extracdes em amostras de agua,

enquanto uma coluna de SPE convencional sé é utilizada uma vez. %!

1.7 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

em tandem

0 principio basico da cromatografia gasosa envolve a volatilizacdo da amostra apos a injecao
e uma separacao dos componentes baseada na sua distribuicdo e interacao entre as fases
movel (gas de arraste) e a estacionaria, com subsequente detecdo de cada composto.l

A eluicdo dos compostos € dependente da sua pressao de vapor dentro do cromatografo de
gases, que por sua vez depende da vaporizacdo do composto e da forca das interacdes
moleculares que se estabelecem entre este e a fase estacionaria. Temperaturas mais
elevadas aumentam a pressao de vapor do composto, enquanto interacdes moleculares mais

fortes com a fase estacionaria a diminuem. E a combinacéo destas duas forcas que determina,
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em qualquer momento, que parte do composto injetado se encontra na fase movel e que
[33]

parte se encontra na fase estacionaria.
Visto que a eluicao através da coluna so é possivel se 0 composto se encontrar na fase movel,
€ a pressao de vapor que determina o tempo de retencao do mesmo. O controlo da pressao de
vapor pode ser alcancado pelo estabelecimento de um programa de temperaturas no forno do
cromatografo, permitindo assim ao operador manipular os tempos de retencao dos compostos
em analise. 1**!

E uma técnica Gtil para analise de substancias que sao suscetiveis de serem volatilizadas sem
sofrerem decomposicao a altas temperaturas, sendo particularmente interessante quando o

volume de amostra disponivel para analise é muito pequeno. %

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de detecao, tornando-se uma das
técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho. ¥ Entre os sistemas de detecao
que podem ser acoplados ao cromatografo encontra-se a espectrometria de massa em tandem
(detetor triplo quadrupolo), um sistema de detecao que aumenta de forma consideravel a
seletividade das analises. E uma técnica normalmente utilizada para confirmacao na
identificacdo de compostos, estando cada vez mais a ser utilizada para quantificacao de
substancias em amostras de caracter forense. **!

Esta espectrometria de massa sequencial, também chamada tandem ou MS/MS, é uma técnica
que utiliza dois estagios de analise de massa. No primeiro estagio ocorre uma selecao dos
ides precursores (primeiro quadrupolo) que sao depois focados na célula de colisao (segundo
quadrupolo) na qual sdao fragmentados em produtos ionicos ou ides filho que sao
caracterizados no segundo estagio de analise de massa (terceiro quadrupolo), estabelecendo-
se assim uma relacdo entre o iao precursor isolado e os produtos ionicos gerados a partir da
fragmentacéo induzida. ©**I Da totalidade de ides filho sdo selecionados um ido quantificador,
que vai permitir a quantificacdo do composto mediante a construcao de curvas de calibracao,
e um ou varios ides qualificadores que permitem, para além do ido quantificador, confirmar a
identidade do composto. O sinal oriundo do detetor é funcdo da abundancia dos ides para
cada uma das relacdes massa/carga (m/z). % 3 3

A figura 9 ilustra de forma esquematica o modo de funcionamento do sistema de detecao
triplo quadrupolo (MS/MS).
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Precursores Produto
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Todos os loes l6es selecionados

da amostra

Figura 9. Representacdo do modo de funcionamento da espectrometria de massa em tandem. B¢

Adaptado

A utilizacao de um sistema de cromatografia gasosa acoplada a um detetor de massa em
tandem apresenta algumas vantagens. O seu elevado poder de resolucao assegura a
identificacdo dos compostos com uma maior exatidao, permitindo assim a analise de amostras
mais complexas. Quando se usa GC-MS/MS é possivel obter melhores limites de detecao e de
quantificacdo quando comparados com outros métodos (Ex: GC-MS), visto que a utilizacdo do
detetor MS/MS aumenta a sensibilidade e seletividade do método mesmo a baixas
concentracdes. A espectrometria de massa em tandem também permite com maior
seletividade a identificacao individual de compostos que nao foram completamente separados
pela técnica cromatografica, desde que os compostos em questdo apresentem massas ou
espectros de massas diferentes. **

De forma a assegurar uma boa performance do GC-MS/MS é necessario definir alguns fatores
que podem influenciar o processo analitico. Entre estes sdo de destacar a coluna, a
temperatura dos varios componentes (especialmente do forno), a pressao e natureza quimica
do gas de arraste, modo de injecao utilizado e as energias de colisdao aplicadas para detecao

dos compostos. %3]
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1.8 - Analise de canabinéides em matrizes bioldgicas

A cannabis é a substancia ilicita mais consumida a nivel mundial. ® Como tal, existem
inimeros métodos analiticos de detecdo e quantificacdo de canabindides e metabolitos
efetuados em diferentes matrizes biologicas com recurso aos mais variados sistemas de
extracao e analise. Esta analise focar-se-a, de forma sucinta, no que ja se encontra publicado
ao nivel da detecado e quantificacdo dos compostos em estudo em amostras bioldgicas com

recurso a extracao por técnicas microextrativas.

A pesquisa foi efetuada na base de dados plblica Pubmed (base de dados bibliograficos da
National Library of Medicine), limitada a artigos cientificos publicados entre janeiro de 2000
e agosto de 2013. Foram utilizadas as seguintes palavras-chave: “tetrahydrocannabinol and
microextraction” e “cannabinoids and microextraction”. A tabela seguinte resume as
principais caracteristicas dos trabalhos que obedeceram a estes critérios de selecao, Uteis a

posterior contextualizacao dos resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 2. Métodos analiticos para determinacdo de canabindides em amostras bioldgicas, usando
técnicas microextrativas para a preparacao da amostra.

.. Método
N Amostra Tecnica analitico - Recuperacao
Referéncia Analito(s) de . LLOQ ;
(volume) extracio sistema de (%)
’ detecao
THC
Sporkert et Cabelo
al. (2000) ¥ EEE 01 g) HS-SPME GC-MS n.d. n.d.
Kramer et al. -y oo Urina HF-MSME GC-MS n.d n.d
(2001) B9 (n.d.) = =
THC 0,27 ng/mg 7,5
a’)"“gggg e CBN fgbfl‘)’ HS-SPME GC-MS 0,51 ng/mg 0,3
: CBD 18 0,27 ng/mg 1,9
THC 0,45 ng/mg 8,4
a","“f;gg;f) el CBN fgbfl‘)’ HS-SPDE GC-MS 0,44 ng/mg 0,6
: CBD 18 0,44 ng/mg 1,7
. THC . HS-SPME
Fucci et al. Saliva
[42] CBN e GC-MS n.d. n.d.
(20003) CBD (0.2 mL) DI-SPME
Lachenmeier THC Cabelo 0,14 ng/mg 8,5
et al. CBN 01 g) HS-SPDE GC-MS/MS 0,22 ng/mg 0,5
(2003) 13! CBD 18 0,19 ng/mg 1,5
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Yonamine et Saliva

al. (2003) 4 THC (1 mL) SPME GC-FID 5 ng/mL 28,7 - 57,7
Sangue
(1,2¢9)
Urina
Yang et al. THC
(2006) 5 CBD (2 mL) SPMEM LC-MS n.d. n.d.
Tecido
cerebral
(0,5¢)
Rodrigues de ZEI(D: Cabelo
Oliveira et HS-SPME GC-MS 0,07 ng/mg n.d.
al. (2007) 1! CBN 019
THC 0,037 ng/mg 29
Nadulski et CBD Cabelo i i 0,038 ng/mg 66
al. (2007) ¥ CBN (1,5-39) HS-SPME GC-MS 0,048 ng/mg 14
Luo et al. Saliva
(2009) 8 THC (1 mL) PMME GC-MS 2,26 ng/mL 89,8 - 96,5
THC 0,062 ng/mg 1,1-1,7
Emidio et al. CBD Cabelo i i 0,12 ng/mg 2,4-8,7
(2010) 1! CBN 0,1 9) HS-SPME GC-MS/MS 0,030 ng/mg 2,8-3,2
THC 0,02 ng/mg 7,6 -8,9
Emidio et al. CBD Cabelo ) i 0,01 ng/mg 4,4-48
(2010) B9 CBN 0,1 9) HF-LPME GC-MS/MS 0,01 ng/mg 7,7-8,2
Merola et al. Cabelo
(2010) 571 THC 0,1 g) HS-SPME GC-MS 0,02 ng/mg 3.5
CBD 1,0 ng/mL 73
Moradi et al. CBN Urina 1,0 ng/mL 58,7
(2011) B2 THC (10 mL) SA-DLLME HPLC-UV 2,0 ng/mL 47,5
THC 0,25 ng/mL 50 - 56
Seri et al THC-OH Saliva 0,40 ng/mL 74 - 78
(25’13) (53] THC-COOH (0,125 mL) MEPS LC-MS/MS 0,020 ng/mL 98 - 105
CBD ’ 0,30 ng/mL 70-72
CBN 0,30 ng/mL 51 - 54

CBD, canabidiol; CBN, canabinol; DI (direct immersion), imersao direta; DLLME (dispersive liquid-liquid
microextraction), microextracao liquido-liquido dispersiva; FID (flame ionization detector), detetor de
ionizacao de chama; GC (gas chromatography), cromatografia gasosa; HF (hollow fiber), fibra oca; HPLC
(high performance liquid chromatography), cromatografia liquida de alta resolucao; HS, Headspace; LC
(liquid chromatography), cromatografia liquida; LPME (liquid phase microextraction), microextracao em
fase liquida; MEPS (microextraction by packed sorbent), microextracao em seringa empacotada; MS
(mass spectrometry), espectrometria de massas; MS/MS (tandem mass spectrometry), espectrometria
de massas em tandem; MSME (membrane solvent microextraction), microextracdo por membrana; n.d.,
nao definido; PMME (polymer monolith microextraction), microextracado em polimero monolitico; SA
(surfactant assisted), assistida por surfactante; SPDE (solid phase dynamic extraction), extracao
dinamica em fase sdlida; SPME (solid phase microextraction), microextracdo em fase sdlida; SPMEM
(solid phase microextraction membrane), microextracdo por membrana em fase sélida; THC, delta-9-
tetrahidrocanabinol; THC-COOH, 11-Nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocanabinol; THC-OH, 11-hidroxi-
delta-9-tetrahidrocanabinol;UV (ultraviolet), ultravioleta.
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2. Justificacdao do tema

O consumo de cannabis é uma pratica comum na sociedade atual. Apesar de nao causar, de
forma direta, graves problemas comportamentais e de saude, a utilizacdo de cannabis para

fins recreativos ndo € isenta de riscos.

O seu consumo, muitas vezes associado a outras substancias, pode levar a problemas de
memoria, aprendizagem, concentracdo e agravamento de problemas psiquicos, além de
afetar as capacidades motoras e de conducao e poder dar origem a episodios de violéncia e

de marginalizacao.

Sendo assim, muitas vezes os laboratérios sdo solicitados pelas autoridades a avaliar o
possivel consumo desta substancia por parte de um individuo, tornando-se entdo essencial
dotar os laboratérios de metodologias mais céleres e eficazes de forma a identificar e

quantificar estas substancias psicoativas.

A analise de amostras biologicas por técnicas cromatograficas exige regra geral um pré-
tratamento da amostra, uma etapa laboratorial que consome muito tempo e recursos. Desta
forma torna-se imperativo o desenvolvimento de novos métodos que diminuam os custos e

tempo associados a analise e que sejam simultaneamente confiaveis e de facil execucao.

A microextracdo em seringa empacotada é uma das novas técnicas extrativas que melhor
responde aos desafios apresentados. Entre os prds apontados a sua utilizacdo encontram-se o
baixo volume de amostra necessario, o baixo consumo de solventes organicos, o tempo de

extracao reduzido e a possibilidade de automatizacao de todo o processo.

3. Objetivos

0 objetivo geral deste trabalho é a detecao e quantificacdo de THC, 11-OH-THC e THC-COOH

em amostras de plasma. Como objetivos especificos podemos referir:

* Desenvolvimento e otimizacdo de uma metodologia analitica de facil utilizacéo,
rapida e que permita a detecdo especifica e sensivel de THC, 11-OH-THC e do
THC-COOH por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa em
tandem;

e Desenvolvimento e otimizacdo de um método de extracdo (microextracdo em

seringa empacotada) em amostras de plasma;
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Validacdo do método desenvolvido segundo normas internacionalmente aceites,
nomeadamente da Food and Drug Administration (FDA) e da International
Conference on Harmonisation (ICH);

Analise de amostras reais através da metodologia desenvolvida.

4. Materiais e Métodos

4.1 - Padrdes e Reagentes

Agua desionizada Milli-Q;

Metanol LiChrosolv®, Merck (Alemanha);

Acetonitrilo PROLABO®, VWR (Portugal);

Hidroxido de amonio (NH40H) (pro-analysis), J.T. Baker (Holanda);

Acido acético (HPLC-grade), Sigma-Aldrich (Portugal);

Acetado de etilo (Analytical grade), Fisher chemical (Reino Unido);
N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA), Macherey-Nagel (Alemanha);
Trimetilclorosilano (TMCS), Macherey-Nagel (Alemanha);

Dihidrogenofosfato de potassio (KH2P0O4), Sigma Aldrich (Portugal);
Delta-9-tetrahidrocanabinol a 1 mg/mL em metanol, LGC Promochem (Espanha);
11-Hidroxi-delta-9-tetrahidrocanabinol a 100 pg/mL em metanol, LGC Promochem
(Espanha);

11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocanabinol 10 pg/mL em metanol, LGC
Promochem (Espanha);

Delta-9-tetrahidrocanabinol-d3 a 100 pg/mL em metanol, LGC Promochem
(Espanha);

11-Hidroxi- delta-9-tetrahidrocanabinol-d3 a 100 pg/mL em metanol, LGC
Promochem (Espanha);

11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocanabinol-d3 a 100 pg/mL em metanol, LGC

Promochem (Espanha);

Os padroes analiticos dos canabindides e respetivos deuterados foram gentilmente oferecidos

pelo Instituto de Medicina Legal Luis Concheiro, Universidade de Santiago de Compostela

(Espanha).
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4.2 - Preparacao de solucdes

Solucdes Padrao

As solucoes padrao de trabalho foram preparadas por diluicdes sucessivas com metanol a

partir das solucoes stock anteriormente referidas.

Dependendo do analito foram preparadas solucdes individuais a 1 pg/mL e a 100 ng/mL,
tendo-se ainda preparado uma solucdo com mistura de todos os analitos as concentracoes de

50 ng/mL e 1 ng/mL.

No caso dos padrdes internos, para o THC-d; e THC-COOH-d; foram preparadas, também por
diluicdes sucessivas com metanol, solucoes de trabalho individuais de concentracao 1 pg/mL e
de 100 ng/mL. No caso do THC-OH-d; foi preparada uma solucao de concentracao 100 ng/mL.
Além das solucdes individuais foi também preparada uma solucdo de mistura de padroes

internos a concentracao de 10 ng/mL.

Todas as solucdes foram armazenadas a 4 °C ao abrigo da luz.
Outras solucées

Reagente de derivatizacao

Foram misturados os reagentes de forma a se obter uma concentracao de 5% de TMCS em

MSTFA. A solucao foi protegida da luz e armazenada a 4 °C.
Solucao de dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) 0,1 M, pH=6

Para preparar um volume final de 200 mL foram pesados 2,72 g de KH,PO, e dissolvidos em
agua Milli-Q que foi adicionada até perfazer o volume final de 200 mL. A solucao foi
homogeneizada e posteriormente transferida para um copo de precipitacao onde se adicionou

NaOH 1 M até se atingir um pH de 6. A solucédo foi armazenada a 4 °C.
3% de acido acético em agua

Para um volume final de 10 mL foram medidos 0,3 mL de acido acético para um balao
volumétrico de 10 mL, sendo o volume aferido com agua Milli-Q. A solucado foi homogeneizada

em seguida e armazenada a 4 °C.
5% de metanol em agua

Para um volume final de 10 mL foram medidos para um balao volumétrico 0,5 mL de metanol

e perfez-se o volume com agua Milli-Q, seguido de homogeneizacdo e armazenamento a 4 °C.
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10% de hidréoxido de aménio em metanol

Para um baldo volumétrico de 100 mL foram medidos 10 mL de hidroxido de amoénia e 90 mL

de metanol, tendo-se homogeneizado em seguida. A solucao foi armazenada a 4°C.

4.3 - Equipamentos

e Seringa de MEPS (100-250 pL) da SGE - Analytical Science;

¢  Colunas de MEPS SGE - Analytical Science;

e Micropipetas automaticas da Gilson (10 e 1000 pL) e da Eppendorf (200 pL);
¢ Vortex Mixer da Labnet International - modelo 230V;

e Camara frigorifica da Dagard - Refrigeracdo a 4 ° C;

¢ Medidor de pH da Metrohm - modelo 744;

e Sistema de purificacdo de agua Mili-Q Advantage A10® system da Millipore;
¢ Bomba de vacuo da GAST - modelo DOA-P505-BN;

e Camara de congelacao da Electrolux - modelo Inspire;

* Bloco de aquecimento “Tembloc” da J. P. Selecta;

e Centrifuga Heraeus Multifuge IS-R- Thermo Electron Corporation;

e Balanca analitica da Sartorius - modelo CP225;

e Agitador rotativo - modelo Movil-Rod da J.P. Selecta.
4.4 - Matriz bioldgica

A matriz utilizada no presente trabalho foi plasma humano proveniente do excedente de
transfusdes sanguineas que se encontravam fora do prazo do Instituto Portugués do Sangue e
da Transplantacao (Centro de Coimbra). Estas amostras foram armazenadas a -21 °C até a sua

utilizacao.
4.5 -Sistema e condi¢des cromatograficas

Para este estudo foi utilizado um sistema de cromatografia gasosa HP7890A (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado com um detetor de espectrometria de massa
triplo quadropolo modelo 7000B (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha). O sistema
encontra-se acoplado a um injetor automatico modelo MPS2 autosampler da Gerstel (Milheim
an der Ruhr, Alemanha). Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida (30m x 0.25-mm
I.D., 0.25-pm) com 5% de fenilmetilsiloxano (J & W Scientific, Folsom, EUA).

A eficiéncia separativa de um analito por um método cromatografico depende, além das
caracteristicas do sistema e do analito, das condicdes cromatograficas utilizadas no ensaio.

Com o objetivo de se obter uma eficiéncia separativa adequada ao estudo em causa, foi
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estabelecida a temperatura inicial do forno a 120 °C durante 1,85 minutos, seguido de um
aumento de 20 °C por minuto durante 9 minutos até se atingir a temperatura final de 300 °C
que foi mantida durante 9,10 minutos. O tempo total de corrida foi de 19,95 minutos. Foram

ainda estabelecidas as temperaturas de 250 °C no injetor e de 280 °C no detetor.

0 volume de injecdo de amostra foi de 2 uL em modo splitless e foi utilizado hélio como gas
de arraste a um fluxo constante de 0,8 mL/min. Ao nivel do espectrometro de massa
estabeleceu-se um fluxo de 1,5 mL/min de hélio e de 2,5 mL/min de azoto na célula de
colisao em modo de impacto eletrénico, com uma corrente de trabalho de 35 pA e energia de
70 eV.

Os dados foram adquiridos com o sistema a operar em modo MRM (multiple reaction
monitoring) com auxilio do programa MassHunter WorkStation Acquisition Software (Agilent
Technologies). Foram escolhidas as transicoes que melhor identificavam e caracterizavam
cada um dos analitos. A tabela 3 recolhe os parametros do método MRM utilizado, sendo que

se encontra sublinhado o iao quantificador utilizado para cada composto.

Tabela 3. Parametros do método desenvolvido (GC-MS/MS). I6es quantitativos sublinhados

Tempo de = = Energia de

Tempo do < lao precursor lao produto > -
segmento (min) Composto retencao (m/z) (m/2) colisao

(min) (eV)
219,1 15
. THC 10,67 313,9 2732 10
THC-d; 10,67 374,3 374,3 10
371,3 10
s THC-OH 11,74 371,3 289.2 15
THC-OH-d; 11,72 374,3 374,3 10
THC-COOH 12,45 370,8 289,2 1
12.1 305,2 15
THC-COOH-ds 12,43 374,3 374,2 10

4.6 - Preparacao da amostra

Para diminuir a quantidade de interferentes e o conteldo proteico das amostras, sujeitou-se
o plasma a um pré-tratamento que consistiu na adicao de acetonitrilo as amostras numa razao
de 3:1 (acetonitrilo:plasma) com subsequente centrifugacao a 4500 rotagcbées por minuto
durante 15 minutos. O sobrenadante foi em seguida exposto a evaporacao sob corrente de
azoto para assim eliminar o acetonitrilo adicionado anteriormente. Salienta-se que este

acetonitrilo encontrava-se refrigerado a -14 °C.
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4.7 - Procedimento de Extracao

A 250 pL de plasma adicionaram-se 5 mL de solucao KH,PO,0,1 M (pH = 6) e 50 pL de padrao

interno a 10 ng/mL, seguido de agitacao no sistema de agitacao em rolos durante 10 minutos.

Tendo em conta as diferencas no comportamento quimico entre os trés compostos e de forma
a obter um compromisso viavel na extracdo de todos eles, optou-se por utilizar uma coluna de
modo misto (M1) para todas as extracoes. Este tipo de coluna engloba a separacao por

interacao hidrofébica com a separacao por troca cationica.

Apos o acondicionamento da coluna com metanol (4 vezes 250 pL) e agua (4 vezes 250 pL),
procedeu-se a aspiracao da amostra a uma velocidade de cerca de 10 pL/s (26 vezes 250 pL).
A lavagem foi realizada pela passagem através da coluna de 100 pL de uma solucado de 3% de
acido acético em agua seguido de aspiracdao de 100 pL de uma solucao de 5% de metanol em
agua. Os analitos foram eluidos com 600 pL (6 vezes 100 pL) de uma solucdo de 10% de
hidroxido de aménio em metanol, tendo-se procedido no fim a lavagem da coluna com

metanol (4 vezes 200 pL).

Por fim, o extrato obtido foi evaporado a secura sob corrente de azoto e adicionaram-se 65 pL
de reagente de derivatizacao (MSTFA com 5% de TMCS). O processo de derivatizacao foi
realizado a 85 °C durante 40 minutos e uma aliquota de 2 pL foi injetada no sistema

cromatografico nas condicdes anteriormente referidas.

5. Resultados e discussao

5.1 - Identificacao dos analitos em estudo

O primeiro passo no desenvolvimento do método analitico prende-se com a identificacao

qualitativa dos compostos.

Apds a definicdo dos parametros cromatograficos a utilizar, tais como o fluxo do gas de
arraste e o programa de temperaturas, os padrdes analiticos foram injetados no sistema
cromatografico em modo de varrimento continuo (modo scan) de forma a detetar e identificar
os ides caracteristicos de cada molécula. Posteriormente, por comparacao dos espectros de
massa obtidos em modo scan com os existentes na biblioteca de espectros para o THC, THC-
OH e THC-COOH, procedeu-se a identificacdo dos analitos no cromatograma com definicao
dos respetivos tempos de retencao.

Com base no espectro de massa obtido para cada composto e tendo em conta a abundancia

relativa de cada iao, foi escolhido para cada analito um iao precursor, efetuando-se em
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seguida a sua fragmentacao, em modo product ion (Pl), sob diferentes energias de colisao
(10; 15; 20 e 30 eV).

A fragmentacao dos ides precursores sob as varias energias de colisao originou espectros de
massas (em modo Pl) com diferentes ides filho ou produto e abundancias relativas dos
mesmos, sendo que se selecionou para cada analito as transicoes que melhor representam os

seguintes critérios:

e Bom sinal cromatografico;
¢ Poucos interferentes no cromatograma;

e Auséncia de contribui¢des cruzadas com os outros analitos do estudo.

Todo o processo anteriormente descrito de construcao do método cromatografico foi repetido
para os analogos deuterados dos compostos que foram utilizados como padrées internos para

controlo de todo o processo extrativo e analitico.

Apos a selecao das transicdes mais adequadas para cada um dos compostos em estudo, foram
definidos os segmentos de analise a utilizar em modo de operacdo de monitorizacdao de
multiplas reacées (MRM), visto que o estabelecimento de segmento ajuda ao aumento da

precisdo do instrumento durante a analise das amostras.

Na tabela 4 encontra-se resumido o método em MRM criado e utilizado no decorrer deste

estudo. As transicoes assinaladas foram as selecionadas para a quantificacao dos compostos.

Tabela 4. Transi¢coes monitorizadas em modo MRM (a transicao utilizada para quantificacao encontra-se
sublinhada)

Tempo de = = Energia de
Tempo do < lao precursor lao produto > -
. Composto retencao colisao
segmento (min) (min) (m/z) (m/z) V)
219,1 15
. THC 10,67 313,9 2732 10
THC-d; 10,67 374,3 374,3 10
371,3 10
THC-OH 11,74 371,3 289.2 15
11.3
THC-OH-d; 11,72 374,3 374,3 10
289,2 15
THC-COOH 12,45 370,8 305.2 15
12.1
THC-COOH-d; 12,43 374,3 374,2 10

Devido a semelhanca estrutural entre os compostos e os padrdes internos utilizados nao foi
possivel, so6 pela escolha das transicoes, eliminar todas as contribuicdes cruzadas entre estes
e os compostos. Apos se verificar que apenas a injecao dos padrdes internos originava sinal
nas transicées selecionadas para os compostos (o contrario nao ocorreu), foram injetadas no
equipamento solucdes de varias concentracdes de uma mistura de deuterados e apos a analise

dos cromatogramas optou-se por trabalhar com os padroes internos a 2 ng/mL, uma
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concentracdo a qual é possivel a sua detecdao sem dificuldade e onde ja ndao ocorrem

contribuicdes ao nivel das transicées dos compostos.

Outro parametro estudado foi 0 modo de injecdo. De forma a obter uma maior sensibilidade e
assim conseguir detetar baixas concentracdes, optou-se por trabalhar em modo splitless, uma
vez que nao existiam diferencas ao nivel da presenca de interferentes procedentes da técnica

de extracao entre este modo de injecao e o modo split.

Na figura 10 apresenta-se o cromatograma obtido por analise de uma amostra fortificada com
os compostos de estudo a 0,1 ng/mL e padrdes internos a 2 ng/mL, utilizando o método

cromatografico anteriormente descrito.

x10 3 |+EI MRM CID@"* (313.9 > 219.1) 01.D

1 10674 d 28

05 THC

X102 [+€1MRM CID@"* (3139 >2732)01.0
100679 2 2

o THC

x103 [+EIMRM CID@15.0 (370.8 -> 289.2) 01.D
14 1

“wo  THC-COOH

0.5+

x102 |+ MRM CID@15.0 (370.8 > 305.2) 01.0
o 1

24

* 12450
ﬁ THC-COOH

x10 3 |+EI MRM CID@** (3713 -> 289.2) 01.D
1 1

054

[2 11739 23
TH%-OH

«104 [+€1MRM CID@** (3713 >371.3)01.D

44

24

x104 [+EIMRM CID@10.0 (374.3 -> 374.2) 01.D
24

THC-COOH-d3

14

x104 [+EIMRM CID@10.0 (374.3 -> 374.3) 01.D

*10677 23
HC-d; '

14

x104 |+EI MRM CID@10.0 (374.3 -> 374.3) 01.D.

i 12 '11“727 THF.OH-d:i

" 92 93 94 95 96 97 98 99 10 101 102 103 104 105 106 107 108 109 11 11.1 112 113 114 115 116 117 118 119 12 121 122 123 124 125 126 127 128 129 13 131 132 133 134 135 136 137 138 139 14 141 142 143
Connta ve Aeanisition Time (min)

Figura 10. Cromatogramas de THC, THC-OH e THC-COOH a 0,1 ng/mL e respetivos padroes internos a 2 ng/mL

5.2 - Otimizacao do método extrativo

Com o objetivo de minimizar o nimero de interferentes e aumentar a eficacia do processo

analitico, foi utilizada como técnica extrativa a microextracdao em seringa empacotada.
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Durante toda a selecao e otimizacao do processo extrativo foi utilizada uma coluna de modo
misto (M1) e um volume de plasma de 250 pL, fortificado com os compostos de estudo a uma
concentracao de 20 ng/ml. As amostras foram posteriormente adicionados 5 mL de KH,P0,0,1
M (pH=6) de forma a obtermos um fator de diluicdo para o plasma de 1:20. Este fator é
aconselhado quando se trabalha com amostras de plasma e MEPS. O acondicionamento para
todas as extracodes foi efetuado com metanol (4 vezes 250 uL) e agua (4 vezes 250 uL). Apds a
eluicdo a coluna foi lavada com agua (4 vezes 200 ulL). No final do processo extrativo foram

adicionados ao eluato os padroes internos a uma concentracao de 20 ng/mL.
5.2.1 - Selecao do procedimento de extracao

Tendo em conta as caracteristicas dos compostos, a coluna a utilizar e bibliografia ja
publicada relacionada com outros métodos extrativos e os compostos em estudo, foram
sujeitas a estudo, para selecao da técnica a otimizar, as propostas extrativas referenciadas na
tabela 5.

Tabela 5. Técnicas extrativas estudadas para selecdo da extracao a otimizar.

Técnica Lavagem (1 vez com100 p L) Eluicao (6 vezes 100 pL)

1. *  Acetatode Amomo,25 Mm »  Acido férmico em metanol (5:95)
* 5% de metanol em agua

2. . Agua:acetonitrilo:aménia (84:15:1) ¢ Hexano:acetato de etilo:acido acético

(75:20:5)
3. * nga de hidroxido de amonio em e Diclorometano:lsopropanol (75:25)
4 * 1% de acido acético em agua e 5% de hidroxido de amoénio em
) * 10% de metanol em agua metanol
5. * ?% d? isopropanol em 2% de acido *  Metanol:acetonitrilo (70:30)
ormico
6 e 5% iso-propanol em 1% de hidroxido e 3% de acido férmico em acetonitrilo +
) de amonio metanol (6:4)
7. * 10 mM de acido férmico em agua * 50 mM de hidroxido de amonio em

metanol

Cada uma das técnicas foi efetuada em triplicado, tendo-se expresso os resultados em termos
de média e desvio padrao da razdo area do composto/area do padrédo interno (figuras 11 -
13).

87



0,052

0,050

0,048

T
0,046 T T T
0,044 -
0,042 -
0,040 -
0,038 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Média area THC/area THC-d3
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Técnica extrativa

Figura 11. Média e desvio-padrao da area de THC/ area de THC-d; para as varias técnicas estudadas.

0,250

0,200
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_|_
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0,100 -
0,050 - I
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Média area THC-OH/ area THC-OH-d3

Técnica extrativa

Figura 12. Média e desvio-padrdao da area de THC-OH/ area de THC-OH-d; para as varias técnicas
estudadas.
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COOH-d?

Média area THC-COOH/area THC-

Figura 13. Média e desvio-padrédo da area de THC-COOH/ area de THC-COOH-d; para as varias técnicas
estudadas.

A selecao da técnica extrativa a otimizar tem que ter em conta ndo s6 o compromisso
necessario para com a recuperacdo de todos os compostos em estudo, mas também deve
refletir outras premissas que apontem para uma maior necessidade de recuperacao de um

determinado composto em detrimento de outros.

Por analise dos graficos anteriores (figuras 11-13) podemos concluir que as técnicas extrativas
que apresentaram melhores recuperacdes foram a técnica 3 para o THC e THC-OH e a técnica
niumero 4 para o THC-COOH, sendo que a técnica numero 4 foi a segunda melhor técnica
extrativa para o THC-OH e para o THC (neste Ultimo a par da técnica nimero 1). A baixa
performance da técnica nimero 3 para o THC-COOH, aliada a importancia analitica deste

composto, leva-nos a considerar que a melhor técnica extrativa é a técnica nimero 4.

De forma a confirmar estas conclusoes, retiradas de forma empirica, foram aplicados métodos
estatisticos (ANOVA, Teste t e Teste F) de comparacao de variaveis de forma a verificar se
existem ou nao diferencas estatisticamente significativas entre as técnicas 3 e 4 para cada um

dos compostos.

Da analise estatistica (ver Anexo IV) é possivel concluir que a diferenca entre as técnicas 3 e 4
para o THC e o THC-OH nao ¢é estatisticamente significativa. JA em relacao ao THC-COOH, a
diferenca entre as duas técnicas possui relevancia estatistica, o que corrobora as conclusdes

anteriormente discutidas.

Apos esta analise foi entao selecionada a técnica nimero 4 como técnica extrativa a utilizar

no decurso do resto do trabalho.
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5.2.2 - Desenho experimental - DOE

A performance extrativa da microextracdo em seringa empacotada pode ser afetada por
varios fatores, tais como volumes e/ou composicdo das solucdes de lavagem e de eluicao,
coluna utilizada ! e pelo nimero de vezes que a amostra é aspirada através da coluna. De
forma a otimizar o processo extrativo e aumentar o rendimento de extracao do mesmo,

recorreu-se ao desenho experimental ou Design of Experiments (DOE).

O DOE é uma ferramenta estatistica aplicada ao processo de decisdo. Ajuda a planear todo o
processo de otimizacdo, minimizando-se assim a subjetividade inerente a tomada de decisao
por parte do operador. Como avalia de forma multivariada os fatores intervenientes, a
otimizacdo € conseguida num menor nimero de experiéncias, poupando assim tempo e

recursos essenciais ao laboratorio.

Para a realizacao do DOE neste trabalho foi utilizado o programa estatistico MINITAB®, versao
15.

Os fatores analisados durante este estudo foram o nimero de aspiracdes, a percentagem de
acido acético e de metanol nas solucdes de lavagem e a percentagem de hidroxido de amonio
utilizada na solucao de eluicao. Para a avaliacao das interacoes entre estes fatores foi feito
um planeamento fatorial completo com 2 niveis (2*) e controlo por ponto intermédio (em
triplicado). Quando comparada com uma avaliacao univariada, esta abordagem permite uma
diminuicdo do numero total de experiéncias, ja que pela utilizacdo de um planeamento
fatorial é possivel avaliar de forma simultanea os efeitos de um elevado nimero de variaveis

a partir de um niimero reduzido de ensaios experimentais.

O procedimento extrativo a utilizar foi o anteriormente indicado. A seguir apresenta-se a
matriz experimental utilizada (tabela 6) neste estudo bem como a resposta obtida para cada

composto.
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Tabela 6. Matriz experimental e resultados das extracdes do DOE.

Ordem da - Perceptggem Percentagem Per‘cer)ta‘gem Resposta

experiéncia Aspiragdes de ggldo de metanol de hldrgx!do de THC THC- THC-
acetico amonia OH COOH

1 6 1 0 5 0,056 | 0,347 | 0,099
2 12 3 10 0,071 | 0,664 | 0,201
3 6 5 10 5 0,058 | 0,329 | 0,107
4 6 1 15 0,056 | 0,351 | 0,111
5 18 1 15 0,075 | 0,797 | 0,242
6 6 5 10 15 0,056 | 0,365 | 0,111
7 12 3 10 0,062 | 0,650 | 0,189
8 18 5 10 5 0,075 | 0,852 | 0,255
9 6 5 15 0,053 | 0,376 | 0,109
10 18 5 10 15 0,071 | 0,786 | 0,243
11 6 5 5 0,056 | 0,333 | 0,106
12 18 5 0 15 0,071 | 0,755 | 0,270
13 6 1 10 15 0,056 | 0,353 | 0,108
14 18 5 0 5 0,075 | 0,742 | 0,259
15 18 1 10 5 0,076 | 0,744 | 0,260
16 18 1 0 5 0,075 | 0,807 | 0,260
17 18 1 10 15 0,075 | 0,745 | 0,247
18 12 3 5 10 0,064 | 0,598 | 0,191
19 6 1 10 5 0,057 | 0,333 | 0,104

A resposta foi obtida como razao entre a area do iao quantificador de cada composto e a area

do iao quantificador do padrao interno (n=1). Apresentam-se em seguida os diagramas de

Pareto (figuras 14-16) obtidos por analise dos resultados do DOE.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is RAZAO THC, Alpha = 0,05)

4,303

Term

ADA

BCD
ABCD
CD
ACD

| A

B
C
D

Factor Name

Strokes
%Ac
%MeOH
% A monia

1 2 3

4 5 6

Standardized Effect

Figura 14. Diagrama de Pareto que ilustra os fatores que influenciam o processo de

THC.

extracdo para o
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Figura 15. Diagrama de Pareto que ilustra os fatores que influenciam o processo de extracdo para o

THC-OH.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is RAZAO OH, Alpha = 0,05)
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is RAZAO COOH, Alpha = 0,05)
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Figura 16. Diagrama de Pareto que ilustra os fatores que influenciam o processo de extracdo para o
THC-COOH.

Nestes diagramas os efeitos de cada um dos fatores sao apresentados por ordem decrescente
de magnitude e s6 os fatores que ultrapassam a linha tracada a vermelho (nivel de
significancia de 5%) sdo considerados estatisticamente significativos, assumindo-se que tém

influéncia na resposta.

Pela analise dos diagramas podemos ver o Unico parametro estatisticamente significativo para
os 3 compostos em estudo é o nimero de aspiracdes (strokes). Esta mesma interpretacao é
reforcada pela analise dos graficos de efeitos principais, representados nas figuras 17, 18 e

19, onde o aumento do nimero de aspiracdes origina melhores respostas.
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Figura 17. Grafico de efeitos principais para o THC.
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Figura 18. Grafico de efeitos principais para o THC-OH.
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Figura 19. Grafico de efeitos principais para o THC-COOH.
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Ainda por analise dos graficos de efeitos principais, verificamos que para as percentagens de
acido acético, metanol e hidroxido de amonio as melhores respostas, ainda que sem
significancia estatistica, sao obtidas com a utilizacdo das percentagens correspondentes ao
ponto intermédio (3%, 5% e 10% respetivamente) para o THC-OH e THC-COOH. A excecao
neste ponto é o THC, em que as respostas apresentaram ligeiras melhorias as concentracoes

de 1% de acido acético, 10% de metanol e 5% de amonia.

A influéncia na resposta originada em interacdes entre os varios fatores também foi estudada.

Estes resultados encontram-se apresentados nos seguintes graficos (figuras 20-22)
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Figura 20. Grafico de interacdes entre os varios parametros para o THC.
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Figura 21. Grafico de interagbes entre os varios parametros para o THC-OH.
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Data Means
1 3 5 0 5 10 5 10 15
i I i 1 1 L 7 1 i
- 0,24 Strokes
—— 6
Strokes b b - o018 | —m— 12
18
I 0,12
(= o ————
- 0,24 %Ac
—e— 1
- -
S%AC S > — ¢ o1 | —m— 3
5
0,12
I 0,24 %MeOH
- —— 0
%MeOH ¢ M08 (—m— 5
10
0,12

% Amonia

Figura 22. Grafico de interagdes entre os varios parametros para o THC-COOH.

Nos graficos de interacdes apresentados para os 3 compostos € possivel denotar pequenas
sobreposicdes entre alguns fatores, no entanto nenhuma destas interacdes possui relevancia
suficiente para colocar em causa as conclusoes retiradas da analise dos diagramas de Pareto e
dos graficos de efeitos principais. Podemos entao afirmar que o fator que verdadeiramente
afeta o processo extrativo é o nUmero de aspiracdes da amostra, onde se verifica um aumento
da resposta com um maior nimero de aspiracées. Para o THC-OH e THC-COOH verificou-se
uma ligeira melhoria quando se usaram as solucdes de lavagem com 3% de acido acético e 5%

de metanol e a solucdo de eluicdo com 10% de hidroxido de amonio.

No decorrer do DOE foi também observado que a etapa de lavagem da coluna com agua apos
a eluicao, leva a um entupimento precoce do cartucho de extracao que se verifica de forma
mais acentuada quando a lavagem ocorre depois da utilizacao de uma solucao de eluicao com
percentagens elevadas de hidroxido de amonio (10 e 15% de hidroxido de hidroxido de aménio
em metanol). Para resolver este problema optou-se por efetuar a lavagem das colunas com

metanol (4 vezes 200 uL) apos a eluicdo dos compostos.

De 4 fatores inicialmente estudados foram eliminados 3. Deste modo, demonstra-se o enorme
potencial de screening do planeamento fatorial no desenvolvimento e otimizacdo do método
extrativo, ja que com um numero reduzido de experiéncias permitiu otimizar o processo de

extracao com a finalidade de obter o maior rendimento de extracao possivel.
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5.2.3 - Avaliacdo de forma univariada do numero de aspiracdes

De forma a completar o estudo da otimizacao do processo extrativo e tendo em conta que nos
resultados do DOE o fator que mais influencia a resposta € o nimero de aspiracoes, foi
efetuada uma avaliacdo de forma univariada do nimero de aspiracdes (os restantes fatores
foram mantidos constantes). As condicoes usadas neste estudo estao descritas na tabela

seguinte.

Tabela 7. Condicdes extrativas usadas na avaliacdo de forma univariada do nimero de aspiracoes

NUmero de aspiracoes 16; 18; 20; 22; 24 e 26

3% de acido acético em agua (100 pL)

solugdes de lavagem 5% de metanol em agua (100 pL)

Solucao de eluicao 10% de hidroxido de aménio em metanol (6 x 100 pL)

Os resultados encontram-se descritos nos graficos seguintes (figuras 23-25) sob a forma de
razao entre a area do ido quantificador do composto em estudo e a area ido quantificador do
padréo interno, adicionado apos a extracdo. Nao foram testadas aspiracdes acima de 26 uma
vez que um nUmero superior de aspiracdes tornaria o processo de extracao mais complicado,
por se tratar de um processo manual e porque eram perdidas algumas das vantagens
tradicionalmente associadas a microextracdo em seringa empacotada, nomeadamente a

rapidez do procedimento.
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Razao area THC / area THC-d3
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Figura 23. Resultados da avaliagao de forma univariada do nimero de aspiracdes para o THC.
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Figura 24. Resultados da avaliagao de forma univariada do nimero de aspiracdes para o THC-OH.
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Figura 15. Resultados da avaliagao de forma univariada do nimero de aspira¢des para o THC-COOH.

Pela analise dos graficos anteriores, podemos verificar que com o aumento do nimero de

aspiracoes até 26, ocorre também um aumento da resposta no processo de extracao.

Tendo em conta estes resultados e aqueles obtidos na etapa do DOE, apresentam-se na tabela

8 as condicdes finais do método extrativo a serem usadas durante o processo de validacao.
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Tabela 8. Condicoes finais de extracao

Metanol (4 vezes 250 pL)

Acondicionamento Agua (4 vezes 250 L)

NUmero de aspiracoes 26

3% de acido acético em agua (100 pL)

solugdes de lavagem 5% de metanol em agua (100 pL)

Solucao de eluicao 10% de hidroxido de aménio em metanol (6 vezes 100 pL)

Lavagem apds eluicao Metanol (4 vezes 200 pL)

5.3. Validacéao

A validacdo de um método analitico € um processo pelo qual se demonstra que um método
particular para a determinacdo quantitativa de analitos numa dada amostra biologica é de

confianca, reproduzivel ¥ e se adapta perfeitamente ao fim pretendido.

Desta forma, pretende-se demonstrar pela validacdo que o presente método se ajusta ao
proposito para o qual foi criado, a quantificacdo de THC, THC-OH e THC-COOH em amostras

de plasma, com extracao por MEPS e analise por GC-MS/MS.

Para isto foram entéo avaliados os parametros que a Food and Drug Administration ¥ (FDA) e
a International Conference on Harmonisation > (ICH) consideram fundamentais no decorrer
da avaliacdo, visando assim garantir a exatidao e precisao, seletividade, linearidade,

recuperacao, limites e estabilidade ** *! do método.
5.3.1 - Seletividade

A seletividade pode ser descrita como a capacidade de um método analitico para diferenciar
e quantificar de forma inequivoca os analitos de interesse na presenca de outros componentes

da amostra. P4

Para além de se avaliar a existéncia de alguma interferéncia endogena, é importante
monitorizar as intensidades relativas de cada composto e por isso existe a necessidade de se
estabelecer quais os critérios de aceitacdo admitidos para as abundancias relativas dos seus
sinais ionicos. A abundancia relativa de um iao diagnostico, expressa como percentagem da
intensidade do pico base, é determinada por integracdo da area do pico cromatografico

361 A tabela 9 descreve as janelas maximas de

selecionado normalizada ao pico base.
tolerancia permitidas para as abundancias relativas dos ides monitorizados de forma a

garantir uma confianca adequada na sua identificacao.
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Tabela 9. Janelas maximas de tolerancia permitidas para as abundancias relativas dos ides
monitorizados. *”!

Abundancia relativa

(% do pico base) Janela maxima de tolerancia permitida

> 50% +10% (intervalo absoluto)
25% a 50% +20% (intervalo relativo)
5% a <25% +5% (intervalo absoluto)
<5% +50% (intervalo relativo)

A razdo entre a magnitude da resposta do instrumento para o ido de diagnodstico menos
intenso e a magnitude da resposta ao ruido da linha base (razao sinal/ruido) deve ser superior
a3:1. b8

Os critérios de confirmacao qualitativa podem incluir ainda a avaliacao do tempo de retencao
relativo do composto (TrR), onde o tempo de retencdo do pico de interesse é medido
relativamente ao tempo de retencao de um composto de referéncia cromatografica (padrao
interno). O TrR do composto em analise nao deve diferir mais de + 1% daquele do padrao
interno. P

Por forma a avaliar a seletividade do método proposto, foram processadas pools de amostras
em branco (n=6) procedentes do staff do laboratdrio e de diferentes origens, de forma a
verificar a existéncia de alguma interferéncia, quer devido a componentes endégenos ou
outros produtos exdgenos contidos na matriz. Na figura 26 encontra-se um exemplo de um
cromatograma da amostra em branco, com destaque nos tempos de retencao dos compostos.
Ja na figura 27 encontra-se o cromatograma de uma amostra fortificada com os compostos de

estudo a 0,1 ng/mL e padroes internos a 2 ng/mL.
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Figura 26. Cromatograma de uma amostra branca.
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Figura 27. Cromatograma de uma amostra fortificada com os analitos de estudo a 0,1 ng/mL e padrées internos
a 2ng/mL.

Pela analise das amostras branco, de acordo com os critérios acima descritos, podemos
afirmar que o método é seletivo para a detecao dos compostos pretendidos, pois ao tempo de
retencao dos compostos e dos padroes internos nao se verifica resposta no cromatograma que

tenha sido gerada por algum composto existente na amostra
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5.3.2 - Curva de calibracao e linearidade

A linearidade de um método corresponde a capacidade deste fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao do analito em amostras, dentro de uma determinada faixa de
concentracées. 7]

O intervalo de linearidade de um método é definido como os valores para os quais se
demonstrou ser possivel a determinacao dos valores do analito com precisao e exatidao

requeridas para o método. ¥

A obtencao da linearidade é feita com recurso a amostras de analito padronizadas e é

[57]

formulada como uma funcao matematica - Curva de Calibracéo - que pode ser descrita

pela equacao 1:

y=mx+b (1)

Onde:

e y é aresposta medida pelo detetor;
* X é a concentracado do analito;
e m é o declive da Curva de Calibracao;

e b éaintersecdao com o eixo dos yy.

Uma curva de calibracdo descreve a relacdao entre o valor da resposta experimental e a
concentracdo tedrica dos analitos na amostra. P4 Pode também ser definida como a funcao
que descreve a resposta do detetor numa determinada gama de concentracoes, tendo como

finalidade prever a concentracao do analito numa amostra de concentracao desconhecida.

Para a construcao da curva de calibracdo € necessario ter em conta o intervalo antecipado de
valores analiticos espectaveis e a natureza da relacdo entre o analito/resposta do estudo P*,
pois estes dois fatores sdao decisivos na escolha das concentracdes e numero de padroes a

utilizar para a construcao da curva.

Para o estabelecimento das curvas de calibracao foram preparadas e analisadas, pelo
procedimento anteriormente descrito, amostras brancas fortificadas com todos os analitos em
estudo (n=5). Foram preparados 8 calibradores distribuidos uniformemente numa gama de
concentracoes entre 0,1 e 30 ng/mL. As concentracdes estudadas foram 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 15;
25 e 30 ng/mL. A exatidao dos dados, ao longo do intervalo de concentracdes descritas, foi

estudada em termos de erro relativo médio (ERM) ou BIAS (equacao 2).
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Concentracao calculada — concentragao teérica
BIAS = — — X 100 (2)
Concentracgio tedrica

Ao estudar a linearidade assume-se que a variancia é constante ao longo da gama de
trabalho. No entanto, em grande parte dos casos, pelo facto de estarmos perante intervalos
de concentracdes amplos é de esperar que a variancia em cada ponto da reta seja diferente,
pelo que, a condicao de homogeneidade de variancias, designada por homoscedasticidade,
ndo é cumprida. Consequentemente, as concentracdes mais elevadas tendem a influenciar
mais a reta de calibracao, resultando na perda de exatidao, especialmente nos seus pontos

mais baixos. **

Desta forma, procedeu-se neste trabalho, a utilizacdo do modelo de regressao linear
ponderada, uma forma simples e efetiva de harmonizar as discrepancias entre as variancias

dos diferentes pontos que constituem a reta. %

1, 1,1, 1, 1,1

Dos fatores de ponderacao estudados (;, 23 50 7o E) foi determinado o mais adequado

para cada analito, tendo em conta o BIAS para as varias concentracdes estudadas.

Os melhores valores de BIAS foram obtidos com a ponderacao % para o THC e com a xiz para o
THC-OH e THC-COOH. Os resultados do estudo da linearidade encontram-se sumariados na
tabela 10.

Tabela 90. Dados de linearidade para os compostos em estudo (n=5).

Linearidade (média + SD)

Gama de trabalho

Composto Regressao R? (média + SD
p g (ng/mL) Declive Ordenada na ( )
origem
1
THC — 0,1-30 0,030 + 0,01 0,128 + 0,039 0,996 + 0,003
X
1
THC-OH — 0,1-30 0,889 + 0,065 0,036 + 0,017 0,996 + 0,003
X
1
THC-COOH = 0,1-30 0,20 + 0,025 0,013 + 0,009 0,996 + 0,005
X

Foram obtidos valores de R? acima de 0,99 para todos os analitos. A concentracdo calculada
para cada calibrador também se encontrou dentro do intervalo de + 15% da concentracao
nominal, exceto para o LLOQ, em que os valores se enquadraram dentro do intervalo de *
20%.

De forma a completar o estudo de linearidade, foram analisadas diariamente 3 amostras

controlo em triplicado a baixa (0,3ng/mL), média (5ng/mL) e alta (25ng/mL) concentracao.
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5.3.3 - Limites de detecdo e de quantificacao

O limite de detecao (LOD) é a minima concentracdo do analito na amostra que o processo
analitico pode diferenciar, de forma confiavel, do ruido de fundo. Ja o limite inferior de
quantificacdo (LLOQ) € a menor quantidade do analito na amostra que pode ser determinada

quantitativamente com precisao e exatidao adequadas. %

Ainda segundo a FDA, para a aceitacao do padrao mais baixo da curva de calibracao como
[54]

limite de detecao, devem estar reunidas as seguintes condicoes:

e A resposta do analito no LLOQ deve ser pelo menos 5 vezes a resposta a amostra
branca;

e A resposta ao analito deve ser identificavel, discreta e reprodutivel com uma

precisao de + 20% e exatidao entre 80 - 120%.

Para a determinacdao do LOD foram analisadas 6 pools de amostras fortificadas com os
compostos de estudo a 0,1 ng/mL e padroes internos a 2 ng/mL. Em relacao aos LLOQ, foram
considerados como a concentracao mais baixa das curvas de calibracao de cada composto, de
acordo com as condicOes anteriormente referidas.Apresenta-se na tabela 11 um resumo das

caracteristicas dos LLOQ de cada composto.

Tabela 11. Caracteristicas dos LLOQ de cada composto (n=5).

Concentracao nominal

Composto LLOQ (ng/mL) (média ng/mL + SD) C.V (%) BIAS (%)
THC 0,1 0,11 + 0,014 13,19 7,20
THC-OH 0,1 0,100 0 -1,87
THC-COOH 0,1 0,10 + 0,002 1,99 1.27

Os limites de quantificacao e detecao foram de 0,1 ng/mL para todos os compostos.

Na bibliografia disponivel nao se encontram publicados trabalhos que apresentem a juncao da
MEPS como técnica extrativa e GC-MS/MS como técnica analitica para analise dos compostos
estudados neste trabalho. Desta forma e como MEPS é uma versdo miniaturizada da SPE,
optou-se por comparar os resultados obtidos no presente trabalho com os publicados na
literatura.

Assim, comparando os limites de detecdo com os publicados por Ferreirés et al. (2012) %,
que quantificaram o THC, THC-OH e THC-COOH em amostras de plasma com recurso a
extracao em fase solida (SPE) e analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa em tandem (LC-MS/MS), foi possivel verificar que os LODs obtidos no presente

trabalho sao superiores para o THC e THC-COOH (0,1 ng/mL contra 0,05 ng/mL) mas
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inferiores para o THC-OH (0,1 ng/mL face aos 0,2 ng/mL). Karschner et al. (2010) "
quantificaram também o THC, THC-OH e THC-COOH em amostras de plasma, com recurso a
extracao por SPE e analise por cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espectrometria
de massa (2D-GCMS), obtendo limites de quantificacao de 0,25 ng/mL para o THC e THC-
COOH e de 0,125 ng/mL para o THC-OH. Nadulski et al. (2005) 2 quantificaram os mesmos
compostos em amostras de plasma, com extracao por SPE e analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), obtendo limites de detecao de 0,80; 0,15; e
0,26 ng/mL para o THC, THC-OH e THC-COOH, respetivamente. Ja Mercolini et al. (2007) ¥
quantificaram o THC e o THC-COOH em amostras de plasma, com recurso a extracao por SPE
e analise por cromatografia liquida de alta resolucdo, com limites de quantificacdo de 2 e 0,8

ng/mL respetivamente.
A tabela 12 relne as informacgdes mais relevantes dos trabalhos supracitados.

Tabela 12. Resumo das principais caracteristicas de alguns métodos de determinacdo quantitativa de
canabindides em plasma.

a . . Amostra Técnica de Método analitico - LLOQ LOD
Referéncia Analito
(Volume) extracao sistema de detecao  (ng/mL) (ng/mL)
Ferreiros et THO.OH Plasma SPE LC-MS/MS 020 n.d
60 - - , .d.
al. (2012) THC-COOH (0,2 mL) 0.05
THC 0,250 0,250
Karschner et THC-OH Plasma SPE 2D-GCMS 0,125 0,125
al. (2010) " (1 mL) , ,
THC-COOH 0,250 0,125
Mercolini et THC Plasma 2,0 0,8
al. (2007)%!  THC-COOH (2,5 mL) SPE HPLC-UV 0,8 0,3
a'fa‘(j;ég';i) e THOOH ':ﬁafn”r_i; SPE GC-MS 8:2(1) 8:?51
: THC-COOH 0,88 0,26

2D-GC (two-dimensional gas chromatography), cromatografia gasosa bidimensional; GC (gas
chromatography), cromatografia gasosa; HPLC (high performance liquid chromatography),
cromatografia liquida de alta resolucao; LC (liquid chromatography), cromatografia liquida; MS (mass
spectrometry), espectrometria de massas; MS/MS (tandem mass spectrometry), espectrometria de
massas em tandem; SPE (solid phase extraction), extragdo em fase solida; THC, delta-9-tetrahidrocanabinol;
THC-COOH, 11-Nor-9-carboxi-deslta-9-tetrahidrocanabinol; THC-OH, 11-hidroxi-delta-9-
tetrahidrocanabinol; UV (ultraviolet), ultravioleta.

Por analise da tabela anterior, quando comparados com outros autores, os nossos limites
encontram-se de forma geral abaixo dos publicados. A excecao ocorre em comparagao com o0s
resultados de Ferreirds et al. (2012) ®°, para o THC e THC-COOH.

Podemos entao afirmar que a sensibilidade do método criado é notoria, especialmente se

tivermos em consideracao o baixo volume de amostra utilizado (250 pL).
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5.3.4 - Precisao e exatidao

A precisao de um método analitico expressa o grau de concordancia entre medicoes
individuais de um analito, quando o procedimento é aplicado de forma repetida a multiplas
aliquotas de um Gnico volume homogéneo da matriz. % *! No decorrer da validacdo foram

estudadas a precisao intradia e a precisao interdia.

A precisao intradia, ou repetibilidade, representa o grau de concordancia entre resultados de
medicoes sucessivas de varias amostras efetuadas sob as mesmas condicoes (Ex: operador,
dia, equipamento e laboratério). Ja a avaliacdo da precisao interdia, ou reprodutibilidade,
envolve a variacao de certas condicdes previamente definidas, tais como: diferentes dias,
analistas ou equipamentos. A precisao é expressa habitualmente em termos de coeficiente de

variacao (CV; %).

A exatidao de um método descreve o grau de proximidade entre as médias dos resultados
obtidos com o método e o verdadeiro valor de concentracdo dos analitos na amostra. E
determinada pela analise de réplicas de amostras que contém quantidades conhecidas do
analito. O resultado da exatidao é apresentado em termos de erro relativo médio (ERM) ou
BIAS. P4

Assim, para a analise da precisao intradia e exatidao, foram fortificadas amostras de plasma
com todos os analitos de estudo as concentracoes de 0,1; 0,5; 1; 10 e 30 ng/mL. Para cada
uma das concentracoes foram efetuadas seis réplicas, procedendo-se em seguida a extracao e
avaliacdo da concordancia entre as medicoes efetuadas no mesmo dia. Os resultados

encontram-se expressos na tabela 13.
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Tabela 13. Precisao intradia e exatidao (n=6)

de espectrometria de massa em tandem.

Concentracao

Concentracao calculada

Composto nominal (ng/ml) (ng/mL £ SD) CV(®) BIASK
0,1 0,11 + 0,006 5,41 8,01

0,5 0,49 + 0,047 9,50 -1,01

THC 1 1,06 + 0,074 7,02 5,56
10 9,19 £ 0,771 8,34 -8,07

30 28,46 + 1,131 4,01 -5,13

0,1 0,10 + 0,006 6,55 -4,83

0,5 0,53 + 0,028 5,18 6,99

THC-OH 1 1,00 = 0,061 5,98 0,36
10 9,45 + 0,272 2,83 -5,54

30 29,14 £ 0,491 1,69 -2,86

0,1 0,09 + 0,007 8,12 -8,87

0,5 0,51 + 0,037 7,31 2,25

THC-COCH 1 0,94 + 0,056 5,99 -5,93
10 9,82 £ 0,472 4,74 -1,76

30 27,51 £ 1,681 6,11 -8,29

O coeficiente de variacdo obtido na analise intradia foi abaixo de 10% para todas as

concentracbes testadas nos varios compostos. Em relacdo a exatidao, os valores de BIAS

encontram-se todos dentro do intervalo de +15 % da concentracao nominal, que é o intervalo

de valores que a FDA ! considera como aceitaveis no estudo da exatidao.

Para a analise da precisdo interdia e exatidao, foram preparadas e analisadas em 5 dias

diferentes, amostras de plasma fortificadas com os analitos de estudo as concentragdes de

0,1; 0,5; 1; 5; 10; 15; 25 e 30 ng/mL. Foram efetuadas cinco réplicas para cada uma das

concentracoes avaliadas. Os resultados encontram-se na tabela 14.
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Tabela 14. Precisao interdia e exatidao (n=5)

Concentracao Concentracao o o

Composto nominal (ng)/ml) calculada (ng/n)1L + SD) CV(%) BIAS%
0,1 0,11 £ 0,014 13,19 7,20

0,5 0,50 + 0,045 8,96 0,76

1 1,00 +0,080 7,97 -0,11

THC 5 4,79 + 0,681 14,25 -4,13
10 10,19 £ 0,552 5,43 1,87

15 15,10 + 0,800 5,32 0,68

25 24,47 + 0,761 3,12 -2,12

30 30,45 + 2,101 6,90 1,49

0,1 0,100 0 -1,87

0,5 0,54 + 0,032 6,01 7,37

1 1,06 + 0,060 5,99 6,12

5 5,03 + 0,281 5,63 0,64

THC-OH 10 10,16 + 0,571 5,66 1,60
15 14,94 + 0,400 2,66 -0,43

25 23,75 + 0,941 3,97 -4,99

30 28,37 + 0,920 3,26 -5,44

0,1 0,10 = 0,002 1,99 1,27

0,5 0,48 + 0,040 8,34 -4,23

1 0,97 + 0,049 5,03 -3,39

5 4,88 + 0,161 3,19 -2,39

THC-COOH 10 10,55 £ 0,270 2,55 5,51
15 15,52 + 0,431 2,77 3,49

25 25,37 + 1,600 6,30 1,49

30 29,54 + 0,942 3,17 -1,55

Os coeficientes de variacao foram inferiores a 15 % para todos os compostos a todos os niveis
de concentracao estudados, enquanto os valores da exatidao se encontram todos dentro do
intervalo de + 8 % da concentracao nominal. Em ambos os casos os valores obtidos estao

dentro das gamas de valores definidas como aceitaveis pela FDA. 4
5.3.5 - Recuperacao

A recuperacao de um analito a partir de uma amostra, ou rendimento de extracao, descreve a
relacdo em percentagem entre a resposta obtida pelo detetor na analise de uma quantidade
de analito adicionado e extraido da matriz biologica e a resposta obtida para a quantidade de
analito teoricamente presente na matriz, servindo desta forma para avaliar a eficiéncia de

extracdo de um método analitico. >4

Area do pico do analito sujeito a extragio

% Recuperacdo = x100 (3)

Area do pico do analito ndo sujeito a extragio
Para calcular a recuperacao foram fortificadas, com os analitos alvo de estudo, trés amostras
de plasma as concentracdes de 0,5; 10 e 30 ng/mL, seguindo-se a extracao e posterior adicao
dos padrdes internos. Para as amostras correspondentes ao cem por cento de recuperacao, a
analise foi efetuada em extratos de matriz aos quais s6 posteriormente foram adicionados os
compostos e padroes internos. Em ambos os casos cada uma das concentragoes foi preparada

e analisada em triplicado.
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Os resultados do estudo da recuperacao encontram-se na tabela 15.

Tabela 15. Percentagem de recuperacao de cada um dos compostos em estudo, calculada em 3 niveis
de concentracao (n=3).

Recuperacao (% + SD %)

Concentracao
(ng/mL)
THC THC-OH THC-COOH
0,5 78 +1,8 66 + 2,0 63 +5,3
10 76 + 0,5 57 +2,6 62+1,4
30 53+1,3 58 +1,0 65+2,4

As recuperacdes do método apresentam, de forma geral, valores ligeiramente inferiores aos
reportados por outros autores que utilizaram outras técnicas de extracao. Sergi et al. (2013)
131" os Gnicos autores a aplicarem até agora a MEPS para extracdo de canabindides em saliva,
apresentam recuperacdes entre 50 e 56% para o THC, entre 74 e 78% para o THC-OH e entre
98 e 105% para o THC-COOH. E no entanto de referir, que as diferencas entre os estudos ao

nivel da matriz e do BIN utilizado, podem influenciar a recuperacdo dos compostos.

Por sua vez, Ferreiros et al. (2012) ' apresentam recuperacoes na ordem dos 85% para todos
os compostos, enquanto Karschner et al. (2010) ! apresentam recuperacoes entre 72,9 e
83,9% para o THC, entre 94,2 e 99,6% para o THC-OH e entre 78,8 e 91,4% para o THC-COOH.
As recuperacoes superiores apresentadas nas extracées com SPE beneficiam no entanto dos

inUmeros anos de otimizacao de processos extrativos de canabindides com esta técnica.

5.3.6 - Estabilidade

A estabilidade dos analitos em amostras biologicas depende de diversos fatores, tais como: 4
* Condicoes de armazenamento;

e Propriedades fisicas e quimicas do analito;

* Propriedades da matriz;

e Recipiente de armazenamento.

As condicoes utilizadas para avaliar a estabilidade do analito devem refletir as situacdes que
poderdo ser encontradas durante o manuseamento e analise de amostras reais.’¥ Desta
forma, foram avaliadas no decorrer da validacao a estabilidade em amostras processadas, a

estabilidade de curta duracao e ainda a estabilidade a ciclos de congelacao/descongelacao.
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5.3.6.1 - Estabilidade em amostras processadas

A estabilidade em amostras processadas foi estudada em trés niveis de concentragdes: 0,3; 5
e 25 ng/mL (triplicado para cada uma das concentragdes). Apds todo o procedimento
extrativo, os extratos foram deixados no injetor durante vinte e quatro horas e re-injetados

apos este tempo.

Os resultados procedentes destas amostras foram entao avaliados e comparados (em termos
de CV e BIAS) com os resultados obtidos pela analise de amostras nas mesmas concentracoes,
mas extraidas e injetadas no sistema cromatografico no mesmo dia. Os coeficientes de
variacao obtidos foram inferiores a 7% e os BIAS situaram-se num intervalo de + 13% para
todos os compostos nas trés concentracdes testadas. Podemos assim afirmar que estes sao

estaveis em amostras processadas pelo menos durante um periodo de vinte e quatro horas.

Os resultados encontram-se sumariados na tabela 16.

Tabela 16. Resumo dos resultados do estudo de estabilidade de amostras processadas (n=3).

Concentracao Concentracao Calculada

Composto (ng/mL) (ng/mL + SD) CV(%) BIAS (%)
0,3 0,31 £ 0,020 6,4 4,92
THC 5 5,25 + 0,307 5,8 4,94
25 26,81 £ 0,790 3,0 6,33
0,3 0,34 + 0,007 2,1 12,25
THC-OH 5 5,13 + 0,048 0,9 2,50
25 24,69 + 0,288 1,2 -1,26
0,3 0,29 + 0,010 3,4 -4,32
THC-COOH 5 4,93 + 0,054 1,1 -1,38
25 26,98 + 0,789 2,9 7,91

5.3.6.2 - Estabilidade de curta duragao

A estabilidade de curta duracdo das amostras foi estudada em trés niveis de concentracoes:
0,3; 5 e 25 ng/mL (triplicado para cada uma das concentracoes). As amostras previamente
fortificadas foram deixadas vinte e quatro horas na bancada do laboratério, a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Apds este tempo foram adicionados os padroes internos e as

amostras foram extraidas e analisadas.

Os resultados provenientes da analise destas amostras foram entdo comparados, em termos
de coeficiente de variacdo e BIAS, com os resultados obtidos na analise de amostras
processadas no mesmo dia. Os coeficientes de variacao obtidos foram inferiores a 14% e os
BIAS situaram-se num intervalo de + 15% para as varias concentracdes estudadas, pelo que
podemos afirmar que os compostos sdo estaveis a temperatura ambiente pelo menos durante

vinte e quatro horas.
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Os resultados encontram-se na tabela 17.

Tabela 17. Resumo dos resultados do estudo de estabilidade de curta duracao (n=3).

Concentracao Concentracao Calculada

Composto (ng/mL) (ng/mL  SD) CV(%) BIAS (%)
0,3 0,31 + 0,041 13,1 3,62
THC 5 5,30 + 0,526 9,9 5,97
25 24,39 + 1,352 5,5 -2,45
0,3 0,32 + 0,008 2,6 7,37
THC-OH 5 4,83 + 0,101 2,1 -3,44
25 24,19 £ 1,216 5,0 -3,24

0,3 0,26 + 0,024 9,3 -14,87
THC-COOH 5 4,79 £ 0,165 3,4 -4,30
25 25,33 + 1,864 7,4 1,33

5.3.6.3 - Estabilidade a ciclos de congelacdo/descongelagao

A determinacao da estabilidade a ciclos de congelacdo/descongelacdo foi estudada em trés
niveis de concentracdes: 0,3; 5 e 25 ng/mL (triplicado para cada uma das concentracoes).
Estas amostras foram posteriormente submetidas a trés ciclos de congelacao/descongelacao,
com cada um dos processos a demorar cerca de doze horas, apds os quais se adicionaram os
padrdées internos e se processaram as amostras. Ao analisarmos os CV e BIAS obtidos
deparamo-nos com dois comportamentos distintos. Ao nivel do CV o THC apresenta na
generalidade das concentracdes estudadas coeficientes de variacao e BIAS elevados pelo que
podemos dizer que este composto nao é estavel a trés ciclos de congelacao/descongelacao.
Ja em relacdo ao THC-OH e THC-COOH, os CV obtidos foram inferiores a 10% e os BIAS
situaram-se num intervalo de + 15%, logo sera de esperar que estes compostos sejam estaveis

a pelo menos trés ciclos de congelacdo/descongelacao.

Os resultados foram comparados, em termos de CV e BIAS, com os provenientes da analise de

amostras frescas.

Os resultados encontram-se tratados na tabela 18.
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Tabela 18. Resumo dos resultados do estudo da estabilidade a ciclos de congelacao e descongelacao
(n=3).

Concentracao Concentracao Calculada

Composto (ng/mL) (ng/mL + SD) CV(%) BIAS (%)
0,3 4,35+ 0,702 16,1 1349,79
THC 5 3,84+ 1,313 34,2 -23,18
25 13,11 + 0,983 7,5 -47,55
0,3 0,26 + 0,008 3,0 -14,62
THC-OH 5 4,50 + 0,106 2,3 -10,02
25 22,66 + 1,377 6,1 -9,36
0,3 0,26 + 0,007 2,7 -12,61
THC-COOH 5 4,46 £+ 0,141 3,2 -10,87
25 22,85+ 2,171 9,5 -8,60

5.4 - Aplicacdao do método a amostras reais

Uma parte integrante e fundamental do processo de validacdo é a aplicacdo do método em

amostras reais para detecao e quantificacao dos analitos de interesse.

Foram obtidas 4 amostras, recolhidas por pessoal especializado, de individuos voluntarios
consumidores deste tipo de drogas de abuso. No entanto, devido a problemas alheios de
acondicionamento durante o transporte das mesmas, apenas uma das amostras se encontrava
em condicOes para ser processada. Apresentam-se na tabela 19 e na figura 28 os resultados e

cromatograma, respetivamente, obtidos pela analise dessa amostra.

Tabela 19. Compostos identificados na amostra e respetiva quantificacao.

Concentracao na Amostra

Composto (ng/mL)
THC 4,01
THC-OH 0,83
THC-COOH 10,46
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Figura 28. Cromatograma da amostra real.
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Consideracdes finais

1. Apresenta-se um método analitico de facil e rapida execucao, baseado na microextracdo
em seringa empacotada e analise por cromatografia gasosa acoplada a um detetor de
espectrometria de massa em tandem para a determinacao quantitativa e qualitativa de delta-
9-tetrahidrocanabinol, 11-hidroxi- delta-9-tetrahidrocanabinol e 11-nor-9-carboxi-delta-9-

tetrahidrocanabinol em amostras de plasma.

2. A metodologia apresentada revelou ser seletiva, sensivel, precisa, exata e linear dentro do
intervalo de concentracdes estudado, segundo os critérios internacionalmente aceites (FDA e

ICH) para a validacao de métodos bioanaliticos.

3. Os principais fatores suscetiveis de influenciar o processo extrativo foram otimizados com o
objetivo de maximizar a recuperacao e assim obter baixos limites de detecao e quantificacao.
Neste contexto, o planeamento fatorial fracionado revelou ser uma ferramenta Gtil na

otimizacao da extracao, diminuindo o nUmero de experiéncias a realizar.

4. 0 método proposto € sensivel, obtendo-se limites de detecdo de 0,1 ng/mL para todos os

compostos analisados utilizando apenas 250 pL de amostra.

5. Esta técnica revelou ser uma alternativa com potencial para a quantificacao dos analitos na
rotina laboratorial, devido a rapidez do processo de extracdao (10 minutos), a reducao
significativa do volume de amostra (250 pL) e a diminuicdo do consumo de solventes

organicos.

6. Com os resultados apresentados, podemos afirmar que a metodologia aqui proposta pode
tornar-se uma ferramenta vantajosa nao s6 no ambito de analises de toxicologia clinica e

forense, mas também em analises de despiste de consumo de cannabis e derivados.

7. E de salientar ainda que este é o primeiro estudo que permite identificar e quantificar

estes compostos em amostras de plasma com recurso a MEPS.
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Anexo |

REQUISICAO DE SUBSTANCIAS E SUAS PREPARACOES
COMPREENDIDAS NAS TABELAS I II. IIl E IV, COM EXCEPCAO DA II-A.
ANEXAS AO DECRETO-LEI N.° 15/93. DE 22 DE JANEIRO, COM
RECTIFICAGAO DE 20 DE FEVEREIRO

NZ° /
Nota de encomenda N.° /

(Nos termos do art.® 18.° do Decreto Regulamentar n.° 61/94. de 12 de outubro)

Requisita-se a

SUBSTANCIAS ACTIVAS E SUAS PREPARACOES QUANTIDADE

N.°de Designacio Forma Dosagem | Pedida | Fomecida
Cédigo Farmac.

Carimbo da entidade requisitante D.T. ou Farmac. Responsavel

N°deinscnaO.F. _ /[ [ [ [
Data I
Ass. legivel
Carimbo da entidade fornecedora Director Técnico

N°deinscnaO.F. _/ [/ [ [
Data _ /__
Ass. legivel
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Anexo I

ANEXAS AO DECRETO-LEI N.° 15/93, DE 22 DE JANEIRO, COM RECTIFICACAO DE 20 DE FEVEREIRO

REQUISIC ‘A0 DE SUBSTANCIAS SUAS PREPAR_-\('OES COMPREENDIDAS NASTABELASLII IITE IV, COM EXC'EPC_:\O DATII-A,
S

Codigo
Servicos Farmacéuticos
do SERVICO
SALA
[ Medicamento (D.C.I) [ Forma Farmacéutica [ Dosagem [ Caodigo |
Cama/ Quantidade Pedida Enfermeiro que a stra o Quantidade ~
Nome do Doente - Medicamento , Observagdes
Processo Ou Prescrita - Fomnecida
Rubrica Data
Total Total

Assinatura legivel do director de servigo ou
legal substituo

Data__ /_ [/ N°Mec.

Assinatura legivel do director do servigo
farmacéutico ou legal substituto.

Data / / N.° Mec.

Entregue por (ass. Legivel)

N.° Mec. Data___ /|

Recebido por (ass. Legivel)

N.° Mec. Data /
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Anexo Il
MEDICAMENTOS HEMODERIVADOS
REQUISICAQ/DISTRIBUICAO/ADMINISTRACAOC
(Arquivar pelos Servigos Farmacéuticos ™)

HOSPITAL SERVICD [ 1111]]
Madico Idenaficacao do doente Quadro A
(Nowe legtvel) frome, 81 n*do processo, n* & wense do SNS) |
N*Mec
ou
Vinheta
Assmatura
Dam__/_ Apor etigueta assocolanie clsdgrafo ox outro. Emviar tamos ausocolantes, com a

idenaficapdo do doenie, quanias as wwidades reguisirades

REQUISICA0JUSTIFICACAO CIINICA (4 preencher pelo médico)

Hemodervado | QuadroB
(Nowse, forma farmacdarica, via de adeiniizrapdo)
Dose/Fraquéncia i Duraio do tratamento
Diagnostico/Tustificaco Clinica
RecrsTo de DrsTrisvicio N° [ (%) (A preencher pelas Servigos Farmactaticos) Quadro C

Hemoderivado/dose Quantdade Lote Lab. OrigemFomecador N * Cert. INFARMED
Enviado __ /_ /  Famuacéusico N Mac
(*) Exeepelomalmense o Plasma Fresco Congelado Imacttvado poderd ser distribuldo ¢ ey registo ¢ argadvo mo servigo & leunobemoterapia
Recebido /[ Servigo requisitante N*Mec.

(Assimamra)

L Instrucoes relativas a dnanatzm

A requisigao, comstiudd pOr 2 Vias (FL4FARMACLY E VIASERIT(O), € enviada 205 Servigos Farmacuricos apos

presnchimento dos Quadros A e B pelo servico raquisitante. O quadro C e preenchido pelos Servicos Farmacéuticos.

VIASERVICO — A preencher pelo servico rquisitante @ arquivar o processo clinico do doente.

VIAFARMACIA — Permnmce em nquxvo nos Sa\xo; Fmacamcos ummlmmg, a m» e m M
=25 o 110 D205 32

oL 0es relativas ao produto medicamentoso:

a un amEntosa sera etiquetada pelos Servigos Farmacéuticos com as respactivas condigdes de
cm,a\'a;aoe)dmnﬁcn;mdodameedomxomqmamm

5 Ospmdmosmoadm;uado;mptmdeubmmexmdmdomcondn;oadecon;ma;aodoromb 38130
obrizatoriamente devolvidos a0s Servigos Farmacéusicos. No quadro D sera lasrada a devolugdo, datada e assimada (n®

mecanografico).
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Anexo IV

Andlise ANOVA: Comparacdo das técnicas numero 3 e 4

+ THC
Area composto / Area padrao interno Area média
0.047
P 0.047
Técnica 3 0.048
0.051
0.045
Técnica 4 0.046 0.046
0.046
Teste F: duas amostras para
variancias
Anova: fator Unico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 0,145 0,048333333 5,33333E-06
Coluna 2 3 0,137 0,045666667 3,33333E-07
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1,06667E-05 1 1,06667E-05 3,764705882 0,12433664 7,708647
Dentro de grupos 1,13333E-05 4 2,83333E-06
Total 0,000022 5
P alfa
Variancias
12,43% 5% Iguais
Teste t: duas amostras com variancias iguais
Variavel 1 Variavel 2
Média 0,048333333 0,045666667
Variancia 5,33333E-06 3,33333E-07
Observagoes 3 3
Variancia agrupada 2,83333E-06
Hipotese de diferencga
de média 0
o]l 4
Stat t 1,940285
P(T<=t) uni-caudal 0,06216832
t critico uni-caudal 2,131846782
P(T<=t) bi-caudal 0,12433664
t critico bi-caudal 2,776445105
P alfa
12,43% 5% O método nao é estatisticamente diferente
e THC-OH
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Area composto / Area padrao interno

Area média

0.175
P 0.175
Técnica 3 0.194
0.228
0.158
Técnica 4 0.161 0.152

0.137

Teste F: duas amostras para

variancias

Anova: fator Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Coluna 1 3 0,581 0,193666667 0,000886333

Coluna 2 3 0,456 0,152 0,000171

ANOVA

Fonte de variagéo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 0,002604167 1 0,002604167 4,92591425 0,090668688 7,708647

Dentro de grupos 0,002114667 4 0,000528667

Total 0,004718833 5

P alfa
Variancias
9,07% 5% Iguais
Teste t: duas amostras com variancias iguais
Variavel 1 Variavel 2

Média 0,193666667 0,152

Variancia 0,000886333 0,000171

Observagodes 3 3

Variancia agrupada 0,000528667
Hipotese de diferencga

de média 0
o]l 4
Stat t 2,219440076
P(T<=t) uni-caudal 0,045334344
t critico uni-caudal 2,131846782
P(T<=t) bi-caudal 0,090668688
t critico bi-caudal 2,776445105

P alfa

9,07% 5%

e THC-COOH

Area composto / Area padrao interno

Técnica 3
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0.036
0.039
0.043

Area média

0.039
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0.061
Técnica 4 0.065 0.067

0.074
Teste F: duas amostras para
variancias
Anova: fator Unico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 0,118 0,039333333 1,23333E-05
Coluna 2 0,2 0,066666667 4,43333E-05
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,001120667 0,001120667 39,55294118 0,003265292 7,708647
Dentro de grupos 0,000113333 4 2,83333E-05
Total 0,001234 5
P alfa
Variancias
0,33% 5% Desiguais
Teste t: duas amostras com variancias desiguais
Variavel 1 Variavel 2
Média 0,039333333 0,066666667
Variancia 1,23333E-05 4,43333E-05
Observagoes 3 3
Hipotese de diferencga
de média 0
o]l 3
Stat t 6,289112909
P(T<=t) uni-caudal 0,004059681
t critico uni-caudal 2,353363435
P(T<=t) bi-caudal 0,008119362
t critico bi-caudal 3,182446305
P alfa
0,81% 5% O método é estatisticamente diferente
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