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RESUMO

Os estagios curriculares apresentam-se como o primeiro contacto com a futura atividade
profissional dos alunos universitarios e permitem ndo sé aplicar os conhecimentos
tedricos adquiridos ao longo do percurso académico, como também aprofundar gostos

e direcionar o aluno para o futuro que mais lhe agradar.

O presente relatério foi realizado no ambito da unidade curricular “Estagio de Integracao
a Vida Profissional”, integrada no plano curricular do 4.° ano da licenciatura em Farmacia
da Escola Superior de Saude da Guarda, instituicdo que integra o Instituto Politécnico
da Guarda.

A vontade de contactar com todas as minhas futuras possibilidades, a nivel profissional,
levaram-me a realizar estes Ultimos estagios curriculares nas areas de investigacao e

de industria, &reas ndo muito mencionadas ao longo do curso.

No capitulo | serdo descritas as atividades desenvolvidas entre 31 de outubro de 2022
e 20 de janeiro de 2023, no Centro de Potencial e Inovagéo de Recursos Naturais.

O capitulo Il seré destinado & apresentacédo das atividades desenvolvidas no Laboratério

Nacional do Medicamento, entre 23 de janeiro de 2023 e 18 de abril de 2023.

No final dos estagios, foram perfeitas 714 horas, das quais 350 horas no Centro de
Potencial e Inovacdo de Recursos Naturais e 364 horas no Laboratério Nacional do

Medicamento.



ABSTRACT

Curricular internships are the first contact with the future professional activity of university
students, allowing them not only to apply the theoretical knowledge acquired throughout
the academic career, but also to experiment and direct the student towards the future

that best suits him/her.

This report was made within the curricular unit "Internship in Professional Life
Integration”, integrated in the curricular plan of the 4th year of the Pharmacy degree of
the Escola Superior de Saude da Guarda, an institution that is part of the Polytechnic
Institute of Guarda.

The will to have contact with all my future possibilities, at a professional level, led me to
do these last curricular internships in the areas of research and industry, areas not often
mentioned throughout the course.

In chapter | will be described the activities developed between October 31, 2022 and
January 20, 2023, in the Center of Potential and Innovation of Natural Resources

Chapter Il will be devoted to the presentation of the activities developed at the National

Medicines Laboratory, between January 23, 2023 and 18 of April, 2023.

At the end of the internships, 714 hours were worked, in which 350 hours at the Center
for Potential and Innovation of Natural Resources and 364 hours at the National Drug

Laboratory.
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CAPITULO 1 — CENTRO DE CENTRO DE POTENCIAL E INOVACAO
DE RECURSOS NATURAIS
INTRODUGAO

O Centro de Potencial e Inovacdo de Recursos Naturais (CPIRN) é um laboratério de
investigacao pertencente ao Instituto Politécnico da Guarda (IPG) que, integrando uma
equipa de investigadores dotados de conhecimentos de diversas areas cientificas, tem
a capacidade de produzir biomateriais, realizar bio andlises, ensaios in vitro e contribuir

para o desenvolvimento farmacéutico (Instituto Politécnico da Guarda, 2022).

Em parceria com empresas regionais, o CPIRN desenvolve produtos provenientes de
recursos naturais para dar resposta aos desafios apresentados pela area agroalimentar,

cosmeética, farmacéutica e biotecnolégica.

Atualmente, o CPIRN encontra-se a desenvolver projetos como o “MiADrugTox - Uso
de microalgas em intoxicagbes medicamentosas: uma nova solu¢do” e o “Projeto
SERIVITRO - Hidrogel de SERIcina para desenvolver modelos 3D in VITRO”.

A pensar no desenvolvimento profissional dos alunos do IPG, o CPIRN, para além de
abrir as suas portas para receber estagios curriculares, disponibiliza também estagios
de verdo e bolsas de investigagdo. Com estas iniciativas, os futuros profissionais tém a
oportunidade de integrar e aprender com equipas multidisciplinares e, bem assim,

enriquecer e aperfeigoar 0s seus conhecimentos.

O presente relatério visa descrever as atividades desenvolvidas ao longo do estagio
curricular, cujo principal objetivo foi o desenvolvimento de uma formulagdo gel
gastroresistente apta para administracao por via oral. Desta forma, as caracteristicas do
gel em condigbes simuladas do trato gastrointestinal foram avaliadas usando um

simulado de fluido gastrico (SFG) e simulado de fluido intestinal (SIF).
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1. MATERIAIS E METODOS

1.1. REAGENTES

O alginato de sodio (CAS: 9005-38-3, Lote: 30008127, Codigo do produto: A3249,1000)
foi obtido na BioChemical. O cloreto de calcio di-hidratado (CAS: 10035-04-8, Lote:
14686202, Ref: CA01941000) foi adquirido na Scharlau. O citrato de sddio tribasico di-
hidratado (CAS: 6132-04-3, Codigo do produto: A3901, Nimero EC: 200-675-3, Namero
de registo: 01-2119457027-40-XXXX) foi adquirido na Panreac. A goma gelana (CAS:
71010-52-1, Lote: U31F018, EINECS: 275-117-5) foi obtida na Alfa Aesar. A pectina
(Lote:0071639, Analise: QC-00190431, Cdédigo do produto: 93732) foi adquirida na
Guinama. Glucomanano de kojac (CAS: 76081-94-2, Lote:000020331) foi obtido na
Pure Series. O fosfato de potassio monobasico (CAS: 7778-77-0, NUmero do produto:
04248) e o cloreto de sodio (CAS: 7647-14-5, Lote: 349101, Cadigo do produto: 610127-
1000, Numero CE: 231-598-3) foram adquiridos na Honeywell. O hidréxido de sédio
lentilhas (CAS: 1310-73-2, Lote: 160620, EINECS: 215-185-5) foi adquirido na
LabChem. O acido cloridrico 37% (CAS: 7647-01-0, Lote: 2176354, EINECS: 232-554-
6, Codigo do produto: H/1200/PB15) foi obtido na VWR. A pancreatina (CAS: 8049-47-
6, Lote: NDTBO-QO, Numero do produto: P0636) foi adquirida na Tokyo Chemical
Industry. A gelatina (CAS: 9000-70-8, Numero EC: 232-554-6, Cédigo do produto:
TC041-500G, Cdédigo HS: 3503 00 10) foi adquirida na HIMEDIA.

1.2. DESENVOLVIMENTO DE UM GEL COM GELIFICACAO IN SITU

Uma vez que o objetivo do estagio era a producao de um gel de administragcéo oral,
optou-se pela utilizagdo dos polimeros de origem natural: alginato de sédio, citrato de
sédio, cloreto de célcio, gelatina, glucamano de konjac, goma gelana e pectina, cuja

aplicacdo como excipientes em formulacfes se encontra autorizada pela FDA.

O alginato de sédio é polissacarideo linear aniénico, composto por residuos dos acidos
manurénico e glucurdnico (AGIu) (Kulkarni et al., 2010; G. Ma et al., 2012), extraido da
parede celular de algumas algas castanhas como, por exemplo, Laminaria digitata
(Otterlei et al., 1991), Durvillaea antarctica (Hussain et al., 2017) e Turbinaria conoides
(W. Wang & Wang, 2010). Este polimero de origem natural € sensivel ao pH, hidrofilico,
biocompativel e ndo imunogénico (Hodsdon et al., 1995; Otterlei et al., 1991; W. Wang
& Wang, 2010). Devido as suas propriedades, o alginato de sddio tem sido utilizado em
vérias areas, designadamente no tratamento de aguas residuais, na engenharia de
tecido e como biomaterial na medicina regenerativa (Morais, 2019; J. Sun & Tan, 2013;
Thakur et al., 2018).
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O citrato de sodio € um acido organico proveniente do acido citrico que apresenta
bastante solubilidade em agua e insolubilidade em alcool (National Center for
Biotechnology Information, 2023). Na industria alimentar, € utilizado como conservante
na producado de lacticinios e como regulador da acidez na producéo de refrigerantes
citricos (METACHEM, 2022). J4 na area da salde, o citrato de sddio pode ser utilizado
como agente alcalinizante em individuos com acidose metabdlica. Ao ser absorvido, o
composto € metabolizado em bicarbonato que tem a capacidade de formar ligagdes com
0 excesso de ides de hidrogénio presentes no sangue. Posteriormente, o composto é
excretado, originando, em consequentemente, a alcalinizagdo da urina (Johnson &
Hillier, 2007; National Center for Biotechnology Information, 2023). Para além disso, o
citrato de sddio pode ser utilizado como agente anticoagulante, uma vez que o aumento
de sdédio livre, resultante da metabolizacao do citrato de sédio, conduz ao aumento do
volume sanguineo intravascular (Johnson & Hillier, 2007; National Center for
Biotechnology Information, 2023; NClthesaurus, 2023).

O cloreto de calcio € um composto quimico formado por calcio e cloro, altamente soltvel
em agua e com capacidade de absorver a humidade presente no meio ambiente
envolvente (Dionisio et al., 2018). A sua facil disponibilidade e o preco acessivel fazem
com que este composto inorgénico seja utilizado em bastantes aplicagbes (S. Sharma
et al., 2004). A sua capacidade deliquescente faz com que seja aplicado como
dessecante em equipamentos de agquecimento/arrefecimento do ar e em
desumidificadores (Bansal et al., 2011; Daou et al., 2006; Sultan, 2004; Thoruwa et al.,
1996). Outros estudos comprovaram a capacidade do cloreto de célcio de aumentar o
tempo de armazenamentos de frutas como o péssego, a macé e o limao salvaguardando

a sua qualidade (Frempong et al., 2022; Gupta et al., 2011; Sams et al., 2019).

A gelatina € um polimero natural obtido pela hidrélise do colagénio extraido de tecidos
lisos, 0ssos e peles de animais, tais como vacas, porcos, aves, ras e peixes (Abedinia
et al., 2017; Karnjanapratum et al., 2017; Kumosa et al., 2018; Lv et al., 2019; Nik
Muhammad et al., 2018; Sultana et al., 2018). Um dos setores que mais utiliza a gelatina
€ a industria alimentar. Devido a sua capacidade de gelificacédo a gelatina é utilizada na
producdo de sobremesas e produtos enlatados (Alipal et al., 2021; Calvarro et al., 2016;
Mariod & Adam, 2013). Para além disso, segundo Pang et al. (2014), a gelatina pode
ser benéfica na digestdo de produtos lacteos. A gelatina é ainda utilizada na area da
saude para produzir diversos biomateriais (como hidrogéis para restauracao da barreira
hematoencefalica apdés a ocorréncia de uma lesdo cerebral aguda), para revestir
implantes ortopédicos ou nanoparticulas para o encapsulamento de farmacos (Adam et
al., 2013; Alipal et al., 2021; Kumosa et al., 2018; K. Ma et al., 2016).
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O glucamano de konjac é um polissacarideo constituido por glicose, manose e grupos
acetil, extraido da planta Konjac (J. Sun et al., 2020; L. Wang et al., 2019; Ye et al.,
2021). O glucamano de konjac tem sido bastante utilizado na biomedicina devido a sua
biocompatibilidade (Lin et al., 2020). O glucamano de konjac tem sido estudado para o
desenvolvimento de curativos para feridas e para o desenvolvimento de scaffolds para
aplicacdo no tratamento de tecido ésseo (Chen et al., 2018; Kanniyappan et al., 2020;
Zhao et al., 2023). Além disso, o glucamano de konjac tem sido utilizado na criagdo de
sistemas de administracdo direcionada de farmacos: Xu et al. (2022) desenvolveu
nanoparticulas de administragao oral carregadas com insulina e responsivas aos niveis
de glicémia; por sua vez, Wang et al. (2022) estudou a eficacia de nanoparticulas
carregadas com curcumina para a libertacdo direcionada no intestino, tendo a producéo
de microparticulas para aplicacdo na terapia da tuberculose sido também estudada
(Guerreiro et al., 2019, 2021).

A goma gelana é um tetrassacarideo linear composto por glicose, acido glucuronico,
ramnose, glicerato e acetato, segregado pela bactéria Sphingomonas elodea (Kuo et
al., 1986; Oms-Oliu et al., 2008). Devido a sua capacidade de formar um gel na presenca
de catibes de potassio, célcio, sdédio e magnésio, a goma gelana tem sido utilizada na
indUstria alimentar para o fabrico de revestimentos comestiveis (Yang & Paulson, 2000).
Ao serem preparados com agentes antioxidantes e antimicrobianos, os revestimentos
comestiveis permitem manter a qualidade de frutas frescas cortadas, como magas,
peras e meldes (Oms-Oliu et al., 2008; Perez-Gago et al., 2005; Robles-Sanchez et al.,
2013; Rojas-Gral et al., 2008).

A pectina é um polissacarideo anidnico solavel em agua, presente na parede celular das
plantas (Martau et al., 2019). Este composto desempenha um papel importante no
crescimento e desenvolvimento destes seres vivos, dotando-o0s de resisténcia mecanica
e envolvendo-os com uma barreia protetora contra 0 meio ambiente (W. Wang et al.,
2018). A nivel industrial, este composto pode ser extraido de subprodutos da industria
alimentar, nomeadamente das cascas de frutos citricos, manga, kiwi, meldo, melancia
e roma (Karbuz & Tugrul, 2021; X. Ma et al., 2020; Moorthy et al., 2015; Petkowicz et
al., 2017; Raji et al., 2017; Rojas et al., 2020; W. Wang et al., 2018). Este polissacarideo
apresenta uma estrutura complexa formada por homogalacturonana, ramnogalacturo-
nana | e Il e xilogalacturonana ligados a uma cadeia linear de &cido galacturénico (GalA)
(X. Ma et al., 2020; Tian et al., 2023). Devido aos seus numerosos grupos funcionais e
por ser considerada um produto seguro, atoxico, barato e de facil obtencéo, a pectina
tem sido utilizada para diversas funcionalidades (Martau et al., 2019). Na industria

alimentar é utilizada como agente gelificante na produgdo de geleias, doces,
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sobremesas e sumos de fruta (Celus et al., 2018; Espitia et al., 2014; Jindal et al., 2013;
X. Ma et al., 2020; D. Sun et al., 2020). No setor da saude, a pectina tem sido estudada
para a producdo de biomateriais para a cicatrizacdo de feridas, entrega de farmacos e
genes, reducado do colesterol, desenvolvimento de lentes de contacto, atuacdo como
agente anticancerigeno (Espitia et al., 2014; Lopez-Mata et al., 2018; Martau et al., 2019;
Maxwell et al., 2012; Munarin et al., 2012; Ullah et al., 2019).

As formulacdes testadas com estes polimeros encontram-se sumariadas na Tabela 1-1.

Tabela 1-1
Formulacdes testadas
Alginato de sédio Gomagelana | Gelatina Glucamano de konjac Pectina Cloreto de céalcio Citrato de sédio
(m/v) (m/iv) (m/v) (m/v) (mNv) (m/iv) (m/v)
FL 2% 0,1%
F2 2% 0,2%
F3 2% 0,3%
F 2% 0,4%
53} 2% 0,5%
2 F6 2% 0,25%
‘§, F7 2% 0,125%
E B 1% 0,016% 0,17%
5] F9 0,5% 0,016% 0,17%
o [ Fo 0,25% 0,016% 0,17%
g F11 0,5% 1% 0,016% 0,17%
% F12 0,25% 1% 0,016% 0,17%
E F13 1% 0,1% 0,016% 0,17%
% F14 1% 0,25% 0,016% 0,17%
= F15 1% 0,010% 0,10%
F16 0,5% 1% 0,016% 0,17%
F17 0,5% 1% 0,032% 0,34%
F18 1% 0,016% 0,17%
F19 0,5% 1% 0,016% 0,17%
F20 0,5% 1% 0,032% 0,34%

Para as formulagcbes de F1 a F7, a solugcdo de alginato foi adicionada a solucdo de
cloreto de célcio, sobre agitacdo, conforme procedimento descrito por Tahtat et al.
(2017).

As formulagdes F8, F9, F10 e F15 foram elaboradas de acordo com o estudo de Kubo
et al. (2003), com algumas modificacdes. A goma gelana em diferentes concentracdes
(0,25% (m/v) a 1% (m/v)) foi preparada numa solucgéo de citrato de sédio (0,17% m/v) a
90°C. Apos dissolucao total da goma gelana, a temperatura foi reduzida para 40° C e

adicionou-se a solugéo de cloreto de célcio (0,016% m/v) previamente preparada.

As formulagdes de F11 a F14 foram elaboradas de acordo com o estudo de Kubo et al.
(2003) , com algumas modificacdes. A goma gelana (1% (m/v)) foi preparada numa
solucao de citrato de sddio (0,17% (m/v)) a 90°C. Apds dissolucgéo total da goma gelana,
a temperatura foi reduzida para 40° C e adicionou-se alginato de sddio (0,5% (m/v) e
0,25% (m/v)) (F11 e F12) e gelatina (0,1% (m/v) e 0,25% (m/v)) (F13 e F14). Verificando-

16



se a dissolucdo total destas substancias, acrescentou-se a solucéo de cloreto de calcio

(0,016% (m/v)) previamente preparada.

Para a preparacdo das formulacdes F16 e F17 e seguindo o protocolo de Santos et al.
(2020), com algumas modificacdes, 0 glucamano de konjac (1% (m/v)) foi dissolvido,
sobre agitacdo, a 90°C, numa soluc¢éo de citrato de sédio (0,17% (m/v) e 0,34% (m/v))
previamente preparada. Apés a dissolucao total do glucamano de konjac, a temperatura
foi reduzida para 40°C e adicionou-se alginato de sddio (0,5% (m/v)). Apos a sua
dissolugdo acrescentou-se a solugéo de cloreto de célcio anteriormente preparada com
concentracao de 0,016% (m/v) e 0,032% (m/v), respetivamente.

Para a preparacdo da formulacdo F18 e seguindo o protocolo de Santos et al. (2020),
com algumas modificagbes, o glucamano de konjac (1% (m/v)) foi dissolvido a 90° C,
sobre agitacdo, numa solucao de citrato de sédio (0,17% (m/v), previamente preparada.
Apo6s dissolucéo total, a temperatura foi reduzida para 40°C e adicionou-se a solugao
de cloreto de calcio anteriormente preparada com concentracao de 0,016% (m/v).

As duas ultimas formulacdes (F19 e F20) foram preparadas de acordo com o estudo de
Itoh et al. (2006), com algumas modificagdes. A pectina (1% (m/v)) foi preparada numa
solucao de citrato de sédio (0,17% (m/v) e 0,34% (m/v)) a 40°C. Apos a dissolugao total
da pectina, adicionou-se alginato de sodio (0,5% (m/v). Verificando-se a dissolucao total
desta substancia, acrescentou-se a solugéo de cloreto de calcio (0,016% (m/v) e 0,032%

(m/v)) previamente preparada.

1.3. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

A efichcia de administracdo de uma formulacdo oral encontra-se diretamente
relacionada com a capacidade de degluticdo do paciente. Esta é afetada em diferentes
situagbes clinicas, nomeadamente em caso de intoxicagbes medicamentosas
(Hofmanova et al., 2019), estados de perda de consciéncia (Hofmanova et al., 2019),
disfungdo motora consequente da ocorréncia de um episddio de Acidente Vascular
Cerebral (Sa et al., 2023) ou apresentagdo de patologias como a esofagite eosinofilica
(Miret-Salvador et al., 2022). Nestes casos, as formulagBes liquidas sdo as que
apresentam uma administracdo mais facil, porém, também apresentam risco de

aspiracao (Hofmanova et al., 2019; Walsh et al., 2018).

Atualmente, o gel fluido tem demonstrado possuir propriedades fisico-quimicas
adequadas para administrar medicamentos a pacientes com disfagia, reduzindo, assim,

o risco de aspiracéo e engasgo (Abd Aziz et al., 2022; Newman et al., 2016).
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Apbs producao, o aspeto das formulacdes foi avaliado macroscopicamente, a “olho nu”.

1.4. AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DO GEL NOS SIMULADOS DE
FLUIDO GASTRICO E INTESTINAL

Com o objetivo de avaliar o comportamento do gel no organismo humano, e tendo como
base o ponto 5.17.1. da Farmacopeia Europeia 10.0 (Dire¢do Europeia da Qualidade
dos Medicamentos e Cuidados de Saude, 2022), foi preparado SFG, com pH 1,6 e
constituido por cloreto de sodio e acido cloridrico e SFI, a pH 6,8 contendo hidréxido de

sbdio, fosfato de potassio monobésico e pancreatina.

O comportamento das formulagbes produzidas, foi testado através da adaptacdo do

procedimento de Duran-Lobato et al. (2016).

Foi pipetado 1 ml das formulagbes para um tubo de centrifugacdo contendo 10 ml de
SFG. Os tubos de centrifugacdo foram colocados no orbital (Incubator Hood TH 15 da
Edmund buhler) a 37°C e 75 rpm. A reticulagdo ou degradacdo das formulacdes foi

analisada apds contacto e ap6s 2 horas.

As formulag¢des que gelificaram e resistiram ao fluido géastrico, durante 2 horas, foram
posteriormente transferidas para um tubo de centrifugacdo contento 10 ml de SFI e
colocadas no orbital (Incubator Hood TH 15 da Edmund buhler) nas mesmas condigoes.
Realizou-se nova avaliacao de existéncia de reticulacdo ou degradacgéo apds contacto

e decorridas 2 horas.

1.5. DETERMINACAO DA DEGRADACAO

De forma a avaliar a resisténcia e gelificacdo do gel em contacto com o pH &cido
(simulado do ambiente géastrico) e verificar a sua degradagdo em contacto com o pH
bésico (ambiente intestinal), o perfil de degradagdo das formulagbes foi estudado

recorrendo aos simulados de fluidos, supra descritos.

As formulagBes desenvolvidas (1 ml) foram incubadas com 10 ml de SFG em tubos de
centrifugagéo orbital (Incubator Hood TH 15 da Edmund bubhler), a 37°C e a 75 rota¢des
por minuto (rpm). Apds 0 minutos, 60 minutos e 120 minutos, o reticulado foi transferido
para tubos de microcentrifugacdo (para analise posterior e determinacdo da taxa de
degradacgdo) (n=3). Simultaneamente e apos 120 minutos, trés amostras do reticulado
foram também transferidas para tubos de centrifugacdo contendo 10 ml de SFI (n=3).

Posteriormente, o reticulado foi retirado, 15 minutos e 30 minutos apds incubacao, e
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transferido para tubos de microcentrifugacdo previamente pesados para posterior

determinacdo da taxa de degradacao.

Por fim, os tubos de tubo de microcentrifugacao foram congelados a -80°C e liofilizados

durante 12 horas no (liofilizador Telstar LyoQuest).

No final, a degradacéo foi calculada através da equacao 1:
Degradagio (%) = % x 100 (Eqg.1)
t
Onde, Pié o peso inicial do gel e P:é o peso no tempo t (Lima-Sousa et al., 2020).

As formulagdes com melhor comportamento seguiram para os testes seguintes e foram
reavaliadas as suas caracteristicas organoléticas apos 7, 14, 21, 28 dias, de acordo com
0 procedimento descrito na se¢do 1.3.

1.6. DETERMINACAO DO PH

A realizacdo de estudos de estabilidade, para avaliar alteragées quimicas e fisicas, é
um passo bastante importante no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos
(Carvalho & Moreno, 2012).

O pH € um indicador muito importante da estabilidade de uma formulacdo ao longo do
tempo (Allen, 2008; The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
Human Medicines Evaluation Unit, 1998), pelo que foi determinado apés 7, 14, 21 e 28
dias nas formulacbes armazenadas a temperatura ambiente e a 4° C, usando, para o
efeito, o medidor de pH (Mettler Toledo FEP20-Basic FiveEasy Plus) ilustrado na Figura
1-1.

Figura 1-1
Medidor de pH
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1.7. DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

As propriedades mecéanicas de formulagbes em gel para administracdo oral s&o
determinantes para a sua caracterizacdo, considerando que devem ser adequadas a
degluticdo (Abd Aziz et al., 2022; Lopez et al., 2018; Newman et al., 2016). Desta forma,
estas formulacdes devem ser um gel fluido, faceis de manusear e de administrar (Aziz
et al.,, 2022; Ong et al., 2018). Assim, a viscosidade das formulagdes foi avaliada
recorrendo ao reémetro DV3T (Brookfield Ametek, Massachusetts, EUA).

Adaptando o procedimento de Sabino et al. (2021), o equipamento foi programado para
50, 100 e 150 rpm, a uma temperatura de 37° C, com medi¢des de 30 em 30 segundos
e um tempo total de teste de 2 minutos. A escolha do spindle foi realizada de acordo
com a viscosidade das solu¢des e com o torque apresentado, uma vez que de acordo
com o fornecedor a viscosidade é inversamente proporcional ao nimero do spindle e os
resultados do teste s6 séo viaveis se o torque se encontrar acima dos 10% (Brookfield

Engineering Laboratories, sem data).

Assim, para as formulacdes mais viscosas, (F16 e F17) foi utilizado o spindle CP-52 e

para as formulagdes menos viscosas (F19 e F20) foi utilizado o spindle o CP-40.

O teste foi feito em triplicado e a média das leituras foi registada.

1.8. DETERMINACAO DA POROSIDADE

A porosidade dos hidrogéis foi realizada através do método de deslocamento de fluido
descrito anteriormente por Miguel et al. (2019).

A primeira parte do teste foi realizado nas mesmas condi¢des e da mesma forma que o
teste da degradacéo (secgdo 1.5. do presente relatorio), com a exce¢do no momento
anterior a liofilizag&o, no qual os reticulados obtidos foram colocados em placas de 24
pocos. Aquando da liofilizagdo, cada reticulado foi pesado e submergido em etanol

durante 1 hora. Apos a incubacdo em etanol, o reticulado foi novamente pesado.

A porosidade foi calculada, através da equacédo 2 anteriormente utilizada por Miguel et
al. (2019).

Porosidade (%) = —methado=Pliofitizado » 1) (Eq. 2)

DEtanot—Vamostra

Onde, Piitiizado € 0 peso das amostras apos a liofilizacao, Pmohado € 0 peso das amostras
apos serem retiradas do etanol, Dewnol € @ densidade do etanol a temperatura ambiente

€ Vamostra € 0 VOlume da amostra inchada.
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Uma vez que a amostra se tratava de um cilindro o seu volume foi calculado através da

equacao 3.
Volume do cilindro = m X r? x h (Eq. 3)

Deste modo, a medicdo do seu raio foi realizada recorrendo ao paquimetro digital
eletrénico ilustrado na Figura 1-2.

Figura 1-2
Paquimetro digital eletrénico

1.9. SWELLING

O perfil de swelling no SFG foi avaliado através da adaptacéo do procedimento de Abd
El-Ghaffar et al. (2012).

Foram preparados tubos de centrifugacéo (n=3) com 10 ml de SFG e 1 ml de formulagéo
tendo estes sido colocados no orbital (Incubator Hood TH 15 da Edmund buhler) a 37°C
e a 75 rpm. ApGs 0 minutos, 30 minutos, 60 minutos e 120 minutos em contacto com o
simulado, o excesso de simulado foi removido com papel de filtro, e os reticulados

obtidos foram pesados.

A alteracéo do peso do reticulado em fungéo do tempo foi calculada através da equagéo
4.

Swelling (%) = "= x 100 (Eq. 4)
0

Onde, P:é o0 peso em cada tempo das amostras inchadas e Py é 0 peso das amostras

aos 0 minutos apos contacto.

1.10. CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DO GEL POR
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

Os espectros dos polimeros e dos agentes reticulantes foram obtidos através de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), utilizando o
espectrometro de FTIR Nicolet iS10 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). Foi
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utilizada uma resolucgéo espectral de 4 cm "t de 500 a 4000 4 cm 1 e 128 varreduras por

corrida.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. CARACTERISTICAS ORGANOLETICAS

Numa primeira avaliacdo macroscopica das formula¢des contendo alginato de sodio 2%
(m/v) e cloreto de célcio a 0,1% (m/v), 0,2% (m/v), 0,3% (m/v), 0,4% (m/v) e 0,5% (m/V),
foram descartadas as formulagbes F1, F2 e F4 por serem demasiado liquidas. A
formulacao F3 foi também descartada por ser demasiado sélida para ser administrada
por via oral (Aziz et al., 2022; Ong et al., 2018).

Com o intuito de otimizar as formula¢des contendo alginato de sédio e cloreto de calcio,
foram elaboradas as formulac6es F6 e F7 com concentracdes de cloreto de calcio 0,25%
(m/v) e 0,125% (m/v), respetivamente. Procedeu-se ao processo de reticulagcdo para as
formulacdes de F5, F6 e F7 nas propor¢cbes de 1:1, 1:2 e 2:2, tendo-se obtido os
resultados ilustrados na Figura 1-3.

Figura 1-3
Ensaio das caracteristicas organoléticas

Nota. A, B e C séo os resultados obtidos para a formulacdo F5 nas proporcdes 1:1, 1:2
e 2:1, respetivamente. Os resultados da formulagéo F6 estdo representados em D, E e
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F nas proporcdes 1:1, 1:2 e 2:1, respetivamente. Para a formulacdo F7 foram obtidos
os resultados representados em G (para a proporgéo 1:1), H (para a proporgéo 1:2) e |
(para a proporc¢éo 2:1).

Descartaram-se as formulacdes F5 (em todas as propor¢des) e F6 (nas proporgdes 1:1
e 1:2), por serem demasiado solidas e a formulacdo F7 (na proporgéo 2:1) por ser
demasiado liquida, apresentando risco de aspiragdo (Aziz et al., 2022; Hofmanova et

al., 2019; Walsh et al., 2018).

Foram preparadas quatro amostras das restantes formula¢des (F6 na proporgéo 2:1 e
F7 na propor¢édo 1:1 e 1:2), como ilustrado na Figura 1-4, constatando-se que a
formulacdo com cloreto de célcio a 0,125% (m/v) na propor¢édo de 1:2, seria a mais
adequada, tendo sido, por isso selecionada para a fase seguinte.

Figura 1-4
Reavaliagdo das caracteristicas organoléticas

1 2 3

Nota. Os resultados da coluna 1 dizem respeito a formulacdo F7 na proporcao 1:1. A
coluna 2 ilustra os resultados da formulacdo F7 na proporcédo 1:2. Na coluna 3 estédo
representados os resultados obtidos para a formulacéo F6 na proporcao 2:1.

Em relagéo as restantes formulac6es elaboradas (F8 a F20), todas demonstraram uma
consisténcia de gel fluido e, por conseguinte, seguiram para os testes subsequentes,

juntamente com a formula¢do F7 na proporcéo de 1:2.
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2.2. COMPORTAMENTO DO GEL NOS SIMULADOS DE FLUIDO GASTRICO
E INTESTINAL

Apo6s a colocacgao das formulagdes em contacto com o SFG e o SFI durante 2 horas, de
acordo com o procedimento descrito na seccdo 1.4., obtiveram-se os resultados
apresentados na Tabela 1-2.

Tabela 1-2
Comportamento do gel nos simulados de fluido gastrico e intestinal
NOME DAS RESPOSTA NO SIMULADO DE FLUIDO GASTRICO RESPOSTA NO SIMULADO DE FLUIDO INTESTINAL
FORMULAGOES Oh apés contacto 2h apés contacto Oh apés contacto 2h apés contacto
F7 Degradagéo total - - -
F8 Reticulacéo Reticulado mais rigido Sem alteragéo Sem alteragéo
F9 Reticulacdo pouco homogénea  Reticulado mais rigido Sem alteragao Sem alteragao
F10 Reticulacao Reticulado mais rigido Sem alteragao Sem alteragao
F11 Reticulagcao Reticulado mais rigido Sem alteragao Sem alteragao
F12 Reticulagédo Reticulado mais rigido Sem alteragéao Sem alteragé@o
F13 Reticulacéo Reticulado mais rigido Sem alteragéo Sem alteragéo
F14 Reticulacéo Reticulado mais rigido Sem alteragéo Sem alteragé@o
F15 Reticulacéo Reticulado mais rigido Sem alteragéo Sem alteragéo
F16 Reticulacdo Reticulado mais rigido Degradacéao parcial Degradagéo quase total
F17 Reticulacdo Reticulado mais rigido Degradacao parcial Degradagéo quase total
F18 Degradagéo parcial Degradacé&o total - -
F19 Reticulagédo Reticulado mais rigido Degradagéo parcial Degradacéo quase total
F20 Reticulacdo Reticulado mais rigido Degradacéao parcial Degradagéo quase total

Em meio acido contendo iGes Ca?* livres, o alginato de sédio atua como um agente
gelificante, formando um gel resistente capaz de impedir a libertagdo de farmacos
(Thomas, 2014). Apesar da formulacdo F7 ser composta por alginato de sédio e cloreto
de célcio, a semelhanca da formulagédo apresentada por Tahtat et al. (2017), esta nédo
apresentou uma gelificagcdo ao entrar em contacto com o SFG. Tal pode ser justificado
pelo facto de a concentracao de cloreto de calcio presente na formulacdo F7 (0,125%
m/v), ser bastante mais reduzida do que a utilizada por Tahtat et al. (2017) (2% m/v), o
que pode ter levado ha inexisténcia de concentracdes de ides Ca?* suficientes para
gerar as ligagBes cruzadas entre as cadeias poliméricas do alginato de sodio e, bem

assim, a reticulacéo do gel.

Para as formulages contendo goma gelana (F8-F15) verificou-se ndo s6 a ocorréncia
da formacado de um gel, logo apés o contacto com SFG, como também o aumento da
sua rigidez apés 2 horas de contacto. O cloreto de sédio presente no SFG diminui a
repulséo intermolecular entre as duplas-hélices de goma gelana existentes, provocando
0 aumento da criacdo de zonas de juncdo e consequente reticulacdo das formulagbes
(Norton et al., 2011; Picone & Cunha, 2011). Com o aumento do tempo de contacto com
o0 SFG, as ligagbes cruzadas entre as cadeias das moléculas sao reforcadas, o que
determina o0 aumento da rigidez do gel formado (Bradbeer et al., 2014; Cassanelli et al.,
2018).
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O gucamano de konjac € um heteropolissacarido hidréfilo constituido por grupos acetil.
A sua reticulacdo s6 ocorre quando, no processo de desacetilacdo, as ligacOes ésteres
das cadeias sdo hidrolisadas em grupos hidroxilo capazes de formar pontes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares (Huang et al., 2015; Liu et al., 2019).
Uma vez que o SFG nédo possui bases capazes de desacetilar as cadeias do glucamano
de konjac, a formulacdo F18, ao interagir com as moléculas de agua presentes no

simulado, acaba por se dissolver apos 2 horas.

A reticulacdo do alginato de sédio, por acdo do Ca?* permite a criacdo de pontes de
hidrogénio resistentes entre o alginato de sodio e o glucamano de konjac, que impedem
a degradacéo das formulacdes F16 e F17 no SFG (J. Li et al., 2018; Santos et al., 2020;
K. Wang et al., 2017; Zeng et al., 2022). Uma vez que a concentrac¢do de hidroxido de
sédio utilizado para produzir o SFI foi bastante baixa, pode néo ter havido ides hidroxilo
suficientes para realizar a desacetilacdo das cadeias de glucamano de konjac presentes
nas formula¢des F16 e F17. Como tal, apesar do SFI apresentar um pH basico, ideal
para que ocorra a reticulacdo do glucamano de konjac, as formulacbes F16 e F17

revelaram uma aparente degradacédo gradual.

Em condic¢des 4cidas, os ides de calcio formam zonas de jungéo intermoleculares entre
os residuos de AGIlu do alginato e residuos de AGal da cadeia polimérica adjacente da
pectina, produzindo uma configuragdo de “caixa de ovo” e originando a reticulagéo das
formulacdes F19 e F20 (Gunter et al., 2020; Trefnd & Strom, 2019). No SFI, a baixa
concentracdo de ides de hidrogénio existente ndo permite a ionizacdo do cloreto de
célcio, fazendo com que ndo existam ides Ca?" livres e o estado de gelificacdo seja
retrocedido (Itoh et al., 2006).

Considerando que o objetivo deste trabalho era desenvolver uma formulagdo em gel
capaz de resistir a acidez do estbmago e que se desintegrasse no intestino, as
formulacdes F7 e F18 foram descartadas do estudo por apresentarem degradacéo total
no SFG. As formulagbes F8 a F15 foram igualmente descartadas porque, apesar de
resistirem ao pH do estémago, néo tiveram a capacidade de se desintegrar no SFIl. Os

restantes testes do projeto foram aplicados apenas as formulacées F16, F17, F19 e F20.
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2.3. DEGRADACAO

A degradacéao das formulagdes esta representada na Figura 1-5.

Figura 1-5
Ensaio da degradacéo
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Nota. Os primeiros 120 minutos dizem respeito ao tempo em que as formulacdes estiveram
em contacto com o SFG. Os restantes 30 minutos foi o tempo em que as formulagfes
estiveram em contacto com o SFI.

No SFG, apenas as formula¢des F19 e F20 sofreram degradacdo. J4 no SFI todas as
formulactes, com excecdo da F17, sofreram degradacao.

Como referido na seccéo 2.2., formulacdes contendo alginato de sodio e glucamano de
konjac séo resistentes a pH acidos. Tal deve-se a formacédo de pontes de hidrogénio
entre os dois componentes, resultante da reticulagdo do alginato de sédio (J. Li et al.,
2018; Santos et al., 2020; K. Wang et al., 2017). Por este motivo, as formulacdes F16 e

F17 ndo sofrem degradacéo no SFG.

No que respeita ao comportamento das formulagdes F16 e F17 em contacto com o SFl,
os resultados demonstraram que a formulacéo F16 apresenta um pico de degradagéo
de 60% aos 15 minutos apos contacto. Esta taxa de degradacgéo diminui gradualmente,
atingindo os 40%, ap6s 30 minutos de contacto com o SFI. J4 a formulagdo F17, ndo
sofre degradacdo durantes os 30 minutos em contacto com o SIF. De acordo com a
literatura cientifica, o glucamano de konjac néo é degradado por enzimas presentes no
trato gastrointestinal superior (por exemplo, estbmago e intestino delgado) (Treuting et
al., 2018). No entanto, é degradado por uma enzima especifica a f-manase presente no
intestino grosso (Yuan et al., 2019). Isto pode explicar a razdo pela qual ndo houve
degradacdo das formulagbes F16 e F17 de forma tdo acentuada quanto nas
formulacdes F19 e F20, dado que na composicdo do SIF apenas existe uma enzima

(pancreatina).

Como analisado na seccéo 2.2., as formulacbes F19 e F20 sofrem reticulacdo em
condicdes é&cidas devido a formagdo de zonas de jungdo intermoleculares. Ao
interagirem com os atomos de oxigénio dos grupos carboxilo da pectina, os ides de Ca?*

ficam fisicamente aprisionadas nas cadeias de AGal (Grant et al., 1973; Gunter et al.,
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2020; Wellner et al., 1998). Uma vez retidos, os ides séo atraidos electrostaticamente
pelo alginato de sédio, uma vez que estes dois compostos apresentam cargas opostas
(Wellner et al., 1998). Com efeito, para que ocorra reticulacdo, é necessario que existam
ides de Ca?* suficientes para interagir com as cadeias dos dois componentes (Grant et
al., 1973; Gunter et al., 2020; Trefna & Strom, 2019).

Ambas as formulacfes foram preparadas com 0,5 % (m/v) de alginato de sodio e 1%
(m/v) de pectina. Uma vez que a formula¢do F19 possui menor concentragéo de cloreto
de célcio, ird consequentemente, apresentar menos ides Ca?* disponiveis. Assim sendo,
a sua degradacao inicial, observada na primeira hora de contacto com o SFG, podera
estar relacionada com o menor nimero de zonas de juncao e, consequentemente, maior
namero de moléculas de alginato de sodio e a pectina livres. No caso da formulagéo
F20, como existe maior quantidade de ides de Ca?* livres, na primeira hora de contacto
com o SFG, existira mais interacdo entre as moléculas de alginato de sddio e pectina,
pelo que a pequena percentagem de degradacéo observada (4%) s6 ocorrera ao longo
da segunda hora de contacto, quando todas as zonas de jungdo possiveis nestas

concentragdes ja estiverem formadas.

Na presenca de um pH basico, as cadeias de alginato de sodio e de pectina afastam-se
devido a repulsao eletrostatica existente (Guo & Kaletung, 2016). Assim, os resultados,
das formulacdes F19 e F20 obtidos no SFI, podem resultar da quebra das zonas de
juncéo entre o alginato de sédio e a pectina (Guo & Kaletung, 2016). Como a formulacéao
F19 apresenta uma concentragéo de cloreto de célcio inferior a existente na formulacao
F20, a desagregacao das suas ligacdes é facilitada. Em resultado, a formulagdo F19
apresenta uma maior taxa de degradacao apds 30 minutos de contacto (87,2%) quando

comparada com a formulacéo F20 (75%).

2.4.PH

Analisando a Tabela 1-3, verifica-se que todas as formulac6es a temperatura ambiente
sofreram altera¢des no pH. N&o obstante, em ambas as condi¢fes de temperaturas de
armazenamento, todas as formulagbes se mantiveram com valores de pH
compreendidos entre os 5,5 e os 7,5. Assim, e de acordo com a literatura, todas as
formulacbes se apresentaram adequadas para serem administradas por via oral
(Atteback et al., 2022).

A formulacdo F17 apresentou a variacdo meédia mais elevada de todo o ensaio (0,98).

No que diz respeito ao comportamento das formulacdes a 4°C, verifica-se que a

formulacdo F19 é a que se mantém mais constante ao longo dos 28 dias, registando a
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variacdo média de 0,07. Nas restantes formula¢des houve uma variacdo média do pH
de = 0,44 na formulacdo F16, = 0,26 para a formulacdo F17 e de = 0,11 para a

formulacéo F20.

Tabela 1-3
Avaliacdo do pH

Variacao do pH atemperatura Variagao do pH a 4°C
ambiente
Formulacbes : = : =
Dias ap6s armazenamento Dias ap0s armazenamento
7 14 21 28 7 14 21 28
F16 654 | 682 | 695 | 687 | 654 | 682 | 6,95 | 6,87
F17 6,90 | 6,78 | 7,14 | 7,22 6,9 6,78 | 7,14 | 7,22
F19 580 [ 579 | 585 | 6,11 58 579 | 585 | 611
F20 6,25 | 6,00 | 6,34 | 643 | 625 6 6,34 | 6,43

2.5. VISCOSIDADE

Analisando os resultados presentes nos gréaficos da Figura 1-6, verifica-se que com 50
rpm as formulacdes F16 e F17 apresentaram uma forca de cisalhamento de 100 e
viscosidades médias de 820 mPa e 589 mPa, respetivamente. J& as formula¢bes F19 e
F20 exibiram uma forga de cisalhamento de 375 e viscosidades médias de 18,4 mPa e
19,5 mPa, respetivamente. Com o aumento das rpm as formulages F16 e F17 atingiram
viscosidades médias de 489,5 mPa e 413,4 mPa e forga de cisalhamento de 300. No
caso das formulacdes F19 e F20 a forca de cisalhamento méxima registada foi 1125

com viscosidades médias de 14,72 mPa e 15,8 mPa, respetivamente.

Todas as formula¢des sofreram uma diminuicdo da viscosidade com o aumento das
forcas de cisalhamento, seguindo um comportamento ndo-Newtoniano (Sabino et al.,
2021). Desta forma, quando o gel é agitado torna-se mais fluido, o que permite a

administracao facilitada de todo o volume presente na embalagem (Amer et al., 2019).

Por fim, tendo em conta a finalidade do projeto, as formulacbes F19 e F20 seriam as
mais adequadas, ja que sdo as que apresentam menores valores de viscosidade sendo,

por isso, mais faceis de administrar e deglutir.
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Figura 1-6
Teste de viscosidade
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2.6. POROSIDADE

A porosidade refere-se ao espaco vazio existente no interior de um material. A existéncia
de porosidade nos géis formulados permitirA que estes sejam dotados de
permeabilidade. No entanto, esta caracteristica tem de ser controlada, ja que a difusédo
de fluido gastrico pode levar a erosao dos hidrogéis antes destes atingirem o intestino
(Burwell & Robert L., 1977).

Tal como observado na Figura 1-7, as formulagbes F16 e F17 apresentaram oS seus
picos de porosidade ap6s o contacto com 0 SFG, registando uma porosidade média de

=17% e =10%, respetivamente.

Ao interagir com o alginato de sédio, o catido divalente Ca?* permite a criacdo de pontes
de hidrogénio entre o alginato de sddio e o glucamano de konjac, impedindo a
degradacgédo das formulacdes F16 e F17 no SFG (J. Li et al., 2018; Santos et al., 2020;
K. Wang et al., 2017). A concentracdo de Ca?" condiciona a qualidade das conexdes
entre o alginato de sédio e o glucamano de konjac, ja que a utilizagédo de concentracdes
baixas de Ca?" possibilita a formacdo de formulacdes mais viscosas, enquanto a
utilizacdo de concentracdes mais elevadas leva ao aumento da reticulagdo (Lee &
Mooney, 2012). Analisando os resultados de porosidade das formulacdes F16 e F17, a
diferenca de porosidade pode estar relacionada com a concentracao de cloreto de calcio
utilizado em cada formulacdo (George & Abraham, 2006). Como a formulacéo F16 foi
preparada com uma concentracdo de cloreto de calcio (0,016% (m/v)) mais baixa do
que a formulacédo F17 (0,032% (m/v)), os poros da formulacdo F17 poderdo ser mais
estreitos devido ao aumento da conexdo entre as cadeias de alginato de sédio e
glcamano de konjac o que dificulta a passagem do SFG e consequentemente diminui a

sua taxa de porosidade (George & Abraham, 2006).
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Figura 1-7
Ensaio da porosidade

301 801
. rFio
. Fis
S . Fi7 g 607 Em r20
SR g
[ [}
kel o
© ©
° ° 404
12 n
2 10 °
o o -
a S 20
0= 0
Q \63 ,.90 DOJ Q \f') ,50 bf’) (OQ

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

No caso das formulacdes contendo pectina verifica-se que a formulagdo F19 apresenta
0 seu pico de porosidade (=28%) ap0s entrar em contacto com o SFG. Ja a formulagéo
F20 exibe o seu pico 15 minutos apods contacto com o SFG, sendo este de,
aproximadamente 58%.

A reticulacdo das formulacdes F19 e F20 ocorre devido a formacgéo de zonas de jungéo
intermoleculares. Ao interagirem com os atomos de oxigénio dos grupos carboxilo da
pectina, os ides de Ca?* ficam fisicamente aprisionados nas cadeias de AGal (Grant et
al., 1973; Ginter et al., 2020; Wellner et al., 1998). Uma vez retidos, os ides sdo atraidos
electrostaticamente pelo alginato de sédio (Wellner et al., 1998). Assim, para que ocorra
reticulacdo, é necessario que existam ides de Ca?" suficientes para interagir com as
cadeias dos dois componentes (Grant et al., 1973; Glnter et al., 2020; Trefn4 & Strém,
2019). Quando existe uma boa interconectividade entre as cadeias de alginato de sédio
e da pectina, os poros da formulagdo permitem a passagem de fluidos (Nunes et al.,
2010). Uma vez que a formulacdo F19 possui menor concentragédo de cloreto de calcio
(0,016% m/v)) do que a formulagdo F20 (0,032% m/v)) vai, consequentemente,
apresentar menos ides Ca?* disponiveis. Por conseguinte, possuird menor nimero de
zonas de juncao e, bem assim, uma interconectividade menos organizada, o que levara
a valores de porosidade mais baixos quando comparada com a formulacdo F20 (Nunes
et al., 2010).

2.7. SWELLING

A libertacdo de um composto estd diretamente relacionada com a capacidade de
swelling do gel que o incorpora (Gunter et al., 2020). Um perfil de swelling elevado levara
a uma libertacdo mais rapida dos compostos no estdbmago, podendo impedir a sua
libertacéo retardada no intestino, érgdo onde a maior parte dos farmacos sédo absorvidos

(Yuan et al., 2019). Para além disso, a capacidade de swelling do gel pode revelar-se
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uma solucdo eficaz, simples e barata para a ocorréncia de adsor¢cdo de farmaco

presente no estbmago (R. Sharma et al., 2015).

Como se pode observar na Figura 1-8, o pico de swelling ocorreu aos 60 minutos para
as formulagbes F17 (43,6%) e F19 (52,9%) e aos 120 minutos para as formulacdes F16
(68,8%) e F20 (76,2%).

A solucdo F20 foi a que apresentou valores mais elevados de swelling, com o valor
minimo de 69,9%, registado aos 30 minutos. Para além disso, foi a Unica formulagao
gue apresentou um aumento gradual dos valores ao longo dos 120 minutos.

A formulacdo F17 foi a Unica onde se registaram valores negativos de swelling (-19,4%
aos 120 minutos).

As formulacdes F16 e F19 registaram oscilagdes de valores de swelling, ao longo das 2
horas do ensaio. A formulacdo F16 apresentou uma descida de 9,4%, entre os 30
minutos e os 60 minutos e uma subida de 10,4% nos 60 minutos seguintes. Ja a
formulacdo F19 exibiu uma subida inicial de 13,9%, seguida de uma descida de 17%.

Concentracdes mais baixas de Ca?" levam a uma diminuicdo da reticulacdo e
consequente reducgdo das forgcas de retracdo entre as cadeias dos polimeros, o que
permite 0 aumento da taxa de swelling (Santos et al., 2020). Comparando os resultados
das formulacdes F16 e F17, verifica-se que na primeira foi utilizada uma menor
concentracéo de cloreto de calcio (0,016% m/v) do que na segunda (0,032% m/v), o que
faz com que a formulacédo F17 interaja com uma maior concentracdo de ides Ca?* e,
consequentemente, apresente valores de swelling mais baixos. Tais resultados estdo
de acordo com Huang et al. (2015) que verificaram que a taxa de swelling das suas

formulacdes diminuiu, com o aumento da concentragdo de hidréxido de célcio.

Comparando os resultados das formulagbes F19 e F20, verifica-se que a primeira
apresenta valores de swelling mais elevados. Uma vez que a formulacdo F20 possui
valores de pH superiores as apresentadas pela formulacdo F19, esta tera valores de
swelling superiores, j4 que dado o aumento do pH leva a diminui¢do da concentracdo
de i6es de hidrogénio livres 0 que, por sua vez, provoca a deprotonacdo dos grupos
carboxilo presentes nas cadeias de pectina e conduz ao inchago das formulacdes que

contenh&o pectina (Guo & Kaletung, 2016).
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Figura 1-8
Ensaio de swelling
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2.8. CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DO GEL

Com o objetivo de garantir a adequada producao do gel, esta foi confirmada através da
analise de FTIR (Figura 1-9).

O espectro de FTIR do alginato de sddio apresenta picos caracteristicos aos 3646-2982
cm?® (devido aos alongamentos dos grupos -OH), 1588 cm® (devendo-se aos
alongamentos assimétricos do grupo COO-), 1395 cm™ (aos alongamentos simétricos
do grupo COO-) e aos 1019 cm? (ligagcbes C-O-C caracteristicas da estrutura do
polissacarideo) (Makaremi et al., 2019; Santos et al., 2020; Shahzad et al., 2019; Vallejo-
Castillo et al., 2020).

O espectro de FTIR do glucamano de konjac apresenta picos caracteristicos em 3327
cm® (em virtude do alongamento dos grupos -OH), 2895 cm (atribuido a alongamento
das ligacdes C-H dos grupos CH, CH2 e CH3), 1015 cm?, 873 cm? e 804 cm?
(atribuidos as bandas de absorcdo da manose) (B. Li & Xie, 2004; Santos et al., 2020).

No que diz respeito as formulagbes F16 e F17, surgem dois picos em cada espectro,
aos 2925 cm? e 2629 cm? (F16) e aos 2917 cm® e 2891 cm? (F17). Quando
comparados com o espetro de cada composto em separado, verifica-se que 0s picos
presentes se devem aos picos caracteristicos do alginato de sédio e do glucamano de
konjac. Os picos 3327 cm-1 (F16) e 3390 cm-1 (F17) sofreram um pequeno desvio,
derivado das fortes ligacdes de hidrogénio criadas entre o glucamano de konjac e o
alginato de sddio (Zeng et al., 2022). Quantos aos picos correspondentes ao grupo

hidroxilo (-OH), verificou-se um aumento na intensidade.

O espectro de FTIR da pectina esta de acordo com resultados previamente obtidos por
outros autores, exibindo os seus picos caracteristicos aos 3265 cm (alongamento dos
grupos -OH), 2942 cm™ (devido aos alongamentos do grupo -CH), 1592 cm™ (devido
aos alongamentos assimétricos do grupo COO-), 1407 cm™ (devido aos alongamentos

simétricos COO-) e 1331-1013 cm™ (atribuidos aos alongamentos assimétricos entre o
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C-O-C e C-C do anel da glucose) (Makaremi et al., 2019; Ozbas et al., 2022; Shahzad
et al., 2019).

Os picos 3265 cm, 2942 cm?, 1737 cm?, 1669 cm™ e 1408 cm?, presentes na pectina
pura sofreram um pequeno desvio nas formulagées F19 (3328 cm™, 2927 cm?, 1730
cmte 1416 cm?) e F20 (3289 cm™ 2933 cm?, 1722 cm™ e 1404 cm™). Isto deve-se as

interacBes das ligacdes de hidrogénio entre os dois polimeros (Ozbas et al., 2022).

Em relacdo a presenca de cloreto de calcio nas formulagdes, este apresenta um pico
caracteristico nos 1617 cm?, e uma vez que se trata de um composto hidratado
visualiza-se um pico relevante naregido dos 3440 cm devido aos grupos -OH (Shahzad
et al.,, 2019). Quanto ao citrato de sodio, este também apresenta 0s seus picos
caracteristicos na zona do 3400-3200 cm™ e 1600 cm™. Considerando que os dois
compostos se encontram em baixas concentragdes em todas as formulagdes, 0os seus
picos caracteristicos sobrepdem-se aos picos do alginato de sédio, glucamano de
konjac e pectina.

Figura 1-9
Resultados FTIR
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CONCLUSAO

Neste trabalho, foi proposta a criacdo de um gel, para administracédo oral, a base de
polimeros naturais aprovados pela FDA, com a capacidade de resistir as alteracdes de
pH ao longo do trato gastrointestinal.

As formulagbes desenvolvidas foram avaliadas em termos de caracteristicas
organoléticas e comportamento em contacto com os SFG e SFI. Num total de vinte
formulacdes testadas, as formulacfes contendo alginato de sédio/glucamano de konjac
(F16 e F17) e alginato de sddio/pectina (F19 e F20) apresentaram caracteristicas
promissoras para satisfazer os objetivos do projeto. Deste modo, estas formulacfes
foram também testadas a nivel da degradacdo no SFG e no SFI, estabilidade,

viscosidade, porosidade e swelling.

Todas as formulagbes demostraram valores de pH compreendidos entre 5,5 e 7,5 e,

desta forma, apresentaram-se adequadas para serem administradas por via oral.

As formulag6es contendo glucamano de konjac (F16 e F17) mostraram-se promissoras
para a entrega controlada de farmacos no intestino grosso. A degradacéao observada so
foi registada no SFI e segundo a literatura, formulacdes contendo glucamano de konjac
sdo capazes de resistir ao pH acido do estbmago, sendo apenas degradadas pela
enzima [3-manase presente no intestino grosso (Yuan et al., 2019). Nao obstantes, e
tendo em conta que neste estudo foi utilizado SFI contendo apenas pectina, ensaios
futuros in- vitro terdo de ser realizados utilizando SFI contendo B-manase para que a

eficacia das formulagbes possa ser efetivamente avaliada.

Por sua vez, as formulagbes contendo pectina (F19 e F20) estas mostraram-se
interessantes para entrega controlada de farmacos no intestino delgado, principalmente
em doentes com disfagia. A degradacéo verificada no SFl aleada aos baixos valores de
viscosidade revelam-se aspetos bastante interessantes para aplicacdo em estudos

futuros.

Os resultados obtidos para as quatro formulacdes revelaram-se bastante promissores

para no futuro serem aplicadas para o alivio ou cura de diversas situacdes clinicas.
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CAPITULO 2 — LABORATORIO MILITAR
INTRODUGAO

Segundo o Estatuto do Medicamento, os medicamentos sdo substancias ou
associacdes de substancias que através de uma acdo farmacoldgica, imunolégica ou
metabdlica sdo capazes de restaurar, corrigir ou modificar fungdes fisiologicas (Decreto-
Lei n.° 176/2006, de 30 de agosto, 2006).

Para que os doentes tenham acesso a este recurso de saude indispenséavel, é
necessario que os medicamentos sejam: investigados através de revisdes da literatura;
testados, inicialmente em ensaios clinicos in vitro e posteriormente em ensaios clinicos
in vivo; autorizados, através da obtencdo da Autorizacdo de Introdugcdo no Mercado;
fabricados em instituicdes licenciadas pelo Infarmed e prescritos/dispensados por
profissionais qualificados (Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude
(Infarmed), 2008).

O fabrico é uma fase do “ciclo de vida” dos medicamentos tdo ou mais importante do
gue a realizagdo de um bom aconselhamento ou uma correta administracdo/utilizacao.
A seguranga, eficacia e efetividade de qualquer medicamento se encontram diretamente
relacionadas com o seu processo de produgdo. Uma falha pode levar ao

comprometimento, ndo s6 de um lote, mas também da vida do ser humano.

Deste modo, os profissionais que trabalham na area da industria farmacéutica devem
seguir rigorosamente normas metodicas de boas praticas de fabricagdo, evitando ao
méaximo possiveis erros no processo de fabricacdo (Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de
agosto, 2006).

No presente capitulo serdo descritas todas as atividades desenvolvidas no decorrer do

estagio no Laboratério Nacional do Medicamento.
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1. APRESENTACAO DO LABORATORIO NACIONAL DO
MEDICAMENTO

O Laboratério Nacional do Medicamento (LM), com sede em Lisboa e inicialmente
denominado “Laboratério Militar”, foi inaugurado a 16 de fevereiro de 1918 funcionando
como farmécia central do Exército (FCE), tendo como missao fornecer medicamentos

ao Exército e a Marinha Portuguesa (Laboratdrio Nacional do Medicamento, sem data).

Em 1947, a FCE passou a denominar-se “Laboratério Militar de Produtos Quimicos e
Farmacéuticos” (LMPQF) e a prestar os seus servicos a todos os ramos das Forcas
Armadas — Exército, Marinha e Forcas Armadas (Laboratorio Nacional do Medicamento,
sem data).

A partir de 2020, o LMPQF passou a ser designado “Laboratério Nacional do
Medicamento”, mantendo a sigla LM como marca propria dando continuidade a
gualidade dos servicos farmacéuticos prestados pela instituicdo (Decreto-Lei n.°
13/2021, de 10 de fevereiro, 2021; Lei n.° 2/2020, de 31 de margo, 2020)

De acordo com o artigo 2.° do Decreto-Lei n.° 13/2021, de 10 de fevereiro (2021), o LM
apresenta duas missdes. Enquanto laboratério do Estado, tem de participar ativamente
no desenvolvimento e producdo de produtos farmacéuticos, dispositivos médicos e
outros produtos de salde e, bem assim, produzir e avaliar a qualidade de medicamentos
e outros produtos de salde incluindo farmacos a base da planta de canabis e antidotos;
realizar analises microbiolégicas em ambientes hospitalares; fabricar, quando
necessarios, medicamentos nao autorizados/ndo comercializados em Portugal e
também medicamentos autorizados cujo fornecimento normal esteja débil; promover e
apoiar o estudo/investigagcdo nas é&reas de ciéncia e tecnologia farmacéutica,

biotecnologia e farmacologia (Decreto-Lei n.° 13/2021, de 10 de fevereiro, 2021).

Ao nivel militar, o LM tem por missdo o apoio as Forcas Armadas Portuguesas,
encarregando-se da logistica farmacéutica militar, realizando analises clinicas e
prestando apoio farmacéutico aos familiares dos militares e aos militares debilitados.
Como tal, o LM colabora no fornecimento e controlo de qualidade de medicamentos e
outros produtos de saude as for¢as nacionais em missao; produz, acondiciona e distribui
medicamentos e artigos sanitarios necessarios pelas Forcas Armadas; realiza o controlo
de qualidade de aguas das bases militares; colabora com instituicbes de ensino superior
para a realizacdo de estagios curriculares e de poés-graduacbes; desenvolve
investigacao na area farmacéutica e colabora com as forcas de seguranca a Autoridade
Nacional de Emergéncia e Protecdo Civil e o Sistema Integrado de Emergéncia Médica
(Decreto-Lei n.° 13/2021, de 10 de fevereiro, 2021).
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2. DEPARTAMENTO DA INDUSTRIA
2.1. DESIGNACAO DOS PRODUTOS PRODUZIDOS

No departamento da industria os produtos fabricados sdo divididos em dois grupos: os
produtos semi-industriais e os produtos manipulados, cuja diferenca reside no tipo

de controlo de qualidade realizado.

Apo6s a producdo dos produtos semi-industriais, o departamento de controlo de
qualidade € notificado para recolher alguns exemplares produzidos. Estes sdo avaliados
a nivel quimico e microbiol6gico e s6 podem ser entregues ao setor da logistica para

distribuicdo, caso os testes de qualidade estejam “conformes”.

Os produtos manipulados ndo necessitam de um controlo de qualidade muito rigido.
Por isso, ao serem produzidos sé@o diretamente entregues ao setor da logistica que fica
responsavel pela sua distribuicdo.

2.2.SEGURANCA E SAUDE NO TRABALHO

Para salvaguardar a seguranca e a saude no trabalho, todos os trabalhadores que
realizem procedimentos no departamento da inddstria tém de utilizar os seguintes
equipamentos de protecdo individual: bata, luvas, socas de seguranga e touca. Para
além destes, a manipulacao de cloridrato de metadona exige a utilizacdo de mascara

cirtrgica por ser um opioide capaz de provocar dependéncia.

2.3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO DECORRER DO ESTAGIO

2.2.1. Solucgéo oral de metadona em frascos de 1 L

Primeiramente, a substancia ativa (cloridrato de metadona) e 0s excipientes
(conservantes, regulador de acidez, composto aromatico, excipiente hidréfilo e agentes
humectantes) da formulagdo foram pesados e dissolvidos sobre agitacdo durante 2

horas.

No decorrer das 2 horas procedeu-se a colocacdo do numero de lote e da validade nas
embalagens de acondicionamento secundarias, conforme ilustrado na Figura 2-1,

utilizando o equipamento representado na Figura 2-2.
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Figura 2-1
Colocacao de lote e validade na embalagem secundaria
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Figura 2-2
Equipamento de rotulagem

Apo6s as 2 horas é avaliado o pH da solucao obtida e, se estiver conforme, é colocada
no reservatério da maquina de enchimento de frascos, procedendo-se ao enchimento e

rotulagem dos mesmos.

Os frascos sdo acondicionados na embalagem secundaria e agrupados em caixas de

cartdo com capacidade de acondicionamento de 9 frascos.

Uma vez que a solucdo oral de metadona € considerada um produto semi-industrial,
antes de ser entregue a equipa de logistica, é colocada em “quarentena” num armazém
proprio até poder ser entregue ao setor da logistica que se encarrega da sua distribuicao

ao Servico de Intervengdo nos Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias (SICAD).

2.2.2. Solucéo oral de metadona em saquetas de 15 ml
A solucéo oral de metadona é realizada da mesma forma que a preparada para 0s
frascos de 1 litro. No decorrer das 2 horas, a maquina de enchimento de saquetas

(Mespack série H -140 D), ilustrada na Figura 2-3.
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Figura 2-3
Maquina de enchimento de saquetas

Apo6s as 2 horas, € avaliado o pH da solucao obtida e se estiver conforme, é colocada
no reservatério da maquina de enchimento, procedendo-se ao acondicionamento em

saquetas.

Devido a ocorréncia de erros de enchimento da , de 15 em 15 minutos realiza-se a
pesagem de uma saqueta de cada bico de enchimento, de forma a realizar um primeiro
controlo de uniformidade de massa.

Sendo um produto semi-industrial, apds o acondicionamento na embalagem priméaria, o

produto é recolhido pela divisdo do controlo de qualidade para ser avaliado.

Enquanto os testes de qualidade sédo realizados, as saquetas sdo acondicionadas em

embalagens secundarias, procedendo-se a cada meia hora a pesagem de duas

saquetas aleatérias, de modo a realizar um segundo controlo de uniformidade de massa.

Posteriormente, as embalagens sdo armazenadas num armazém proprio até poder ser
entregue ao setor da logistica que se encarrega da distribuicdo ao Servico de

Intervencdo nos Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias (SICAD).

2.2.3. Capsulas de isoniazida
A isoniazida é uma substéncia ativa utilizada no tratamento da tuberculose que em
Portugal ndo é comercializada sobre a forma de capsula. Assim, para fazer face as

necessidades clinicas, o LM é responsavel pela producdo capsulas de isoniazida.
E pesada a quantidade necessaria de isoniazida para encher 300 capsulas.

O po é colocado na maquina de enchimento de capsulas (Bonapace Marcgesine Group,

KAP-300), ilustrada na Figura 2-4, previamente preparada com 300 capsulas abertas.
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Figura 2-4
Maquina de enchimento de capsulas

WYk

Procede-se, por um lado, a pesagem de 20 capsulas para aferir a uniformidade de
massa e, por outro, a pesagem de 10 cdpsulas para realizar a uniformidade de teor.

Utilizando o equipamento (INTIMA, Counting Machines for Tablet and Capsules King
TB4) ilustrado na Figura 2-5, as capsulas sdo acondicionadas em frascos de vidro que
sdo posteriormente entregues ao setor da logistica.

Figura 2-5
Maquina de enchimento de frascos

2.2.4. Capsulas de Virbagest

O Virbagest é um medicamento de uso veterinario utilizado para regular a fase estro do
ciclo estral de porcas nuliparas (Direcdo-Geral de Alimentacéo e Veterinaria (DGAMV),
2016).

O medicamento € comercializado sob a forma de solugdo oral, porém o Jardim
Zoolégico de Lisboa prefere administrar o farmaco na forma de capsulas. Assim, o LM

produz as mesmas.

O enchimento das capsulas é realizado de forma manual utilizando uma micropipeta. A
posteriori, as cdpsulas sdo armazenadas num frasco de plastico branco, previamente

rotulado, e sdo entregues ao servico de logistica.
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3. DIVISAO DO CONTROLO DE QUALIDADE
3.1. ESTRUTURA

A divisdo do controlo de qualidade é composta por oito seccdes:

A biblioteca, local onde se encontram livros de conhecimento cientifico
fundamentais para a realizacdo dos testes de qualidade, incluindo a
Farmacopeia Europeia 11.0, bibliografia atualmente utilizada nos laboratérios de
controlo de qualidade para realizar 0s ensaios.

O gabinete do chefe de seccédo, onde o Major Sampaio coordena toda a
equipa, trata da parte burocratica dos processos e valida os resultados obtidos
nos diversos ensaios de qualidade.

O gabinete de apoio técnico administrativo, no qual os trabalhadores abrem
0s processos, confirmam a viabilidade dos resultados obtidos nos testes de

qualidade e realizam a encomenda dos materiais e reagentes em falta.

O BioBanco, que consiste num banco de armazenamento genético do exército
militar. Nele sdo guardadas amostras de sangue dos militares que vao para
missdes de forma a poder identificA-los em caso de morte e impossibilidade do

reconhecimento através da impressao digital ou pela arcada dentaria.

O laboratério de ensaios quimicos, onde sao realizados os testes quimicos
aos produtos e onde os trabalhadores colocam os resultados obtidos no sistema

informatico.

O laboratério de microbiologia, onde os produtos sdo avaliados a nivel

microbioldgico.

O armazém dos reagentes, local onde sao armazenados 0s reagentes

utilizados no laboratério de ensaios quimicos.

A farmacoteca, que é um pequeno armazém onde sdo guardadas, durante
quatro anos, amostras de todos os lotes avaliados pelo controlo de qualidade,
de forma a ser possivel realizar reandlises nesse espaco de tempo, caso seja

necessario.

No decorrer do estagio, houve oportunidade de realizar: a abertura de processos no

gabinete de apoio técnico administrativo; a calibracdo de balancas e testes de

gualidade a diversos produtos no laboratério de ensaios quimicos; a limpeza de

materiais e ensaios de avaliacdo da qualidade de meios de cultura e a avaliagdo

microbioldgica de saquetas de Cloridrato de metadona e de amostras de aguas de
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consumo humano no laboratério de microbiologia. A descricdo de todas as atividades
desenvolvidas em cada seccdo encontra-se no pornto “3.2. ATIVIDADES
DESENVOLVIDAS NO DECORRER DO ESTAGIO”. desenvolvidas em cada seccéo

encontra-se no ponto “.

3.2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO DECORRER DO ESTAGIO

3.2.1. Gabinete de apoio técnico administrativo
Ao chegarem ao controlo de qualidade, os artigos sdo acompanhados por uma lista
onde consta 0 nome, lote, prazo de validade e quantidade de todos os constituintes do

produto recebido.

ApOs a rececao, os trabalhadores do gabinete de apoio técnico administrativo verificam
se as informacdes constantes na folha correspondem da plataforma EdeiaLab. Se tudo
estiver conforme, abre-se o processo. Caso haja alguma irregularidade, o produto é
devolvido.

A abertura do processo consiste no preenchimento de informagdes no sistema
informatico relativas ao produto, gerando-se um numero interno para o produto e duas
etiquetas identificativas que s&@o posteriormente coladas nos livros de registo do
laboratério de ensaios quimicos e do laboratorio de microbiologia.

A posteriori, os produtos e os livros de registos s@o levados para os laboratorios

respetivos para se realizarem 0s ensaios correspondentes.

3.2.2. Laboratério de ensaios quimicos
3.2.2.1. Calibragéo das balancas

Todos os dias de manh@, verificam-se as balancas. Para tal, certifica-se que as balancas

estao niveladas, limpas e efetua-se a calibragcdo das mesmas com pesos pré-definidos.

Os resultados s&@o posteriormente anotados na folha de registo das balangas,
documento onde, de acordo com o procedimento definido internamente, diariamente
sao registadas todas as pesagens realizadas em cada balanca, o motivo da pesagem,

a substancia que foi pesada e quem foi o operador da pesagem.

3.2.2.2.Testes de qualidade
Os testes de qualidade realizados tém como base os ensaios descritos na Farmacopeia

Europeia 11.0.
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Cada produto analisado possui um livro de registos préprio, onde todos os resultados

obtidos séo registados.

De forma a assegurar a seguranca e saude no trabalho, é obrigatério que todos os
trabalhadores que realizem testes de qualidade utilizem bata, luvas e socas de
seguranca. A manipulagcdo de reagentes toxicos, nocivos por inalagcdo e inflamaveis,
bem como a utilizagdo de bico de bunsen, sdo obrigatoriamente realizadas no interior
da Hotte.

Seguidamente, serdo descritos 0s ensaios que foram realizados no decurso do estagio.

3.2.2.2.1. Acido citrico

e Identificagdo A

Realizou-se a dissolugéo de 1g de &cido citrico em 10 ml de 4gua purificada. Foi medido

0 pH da solucéo obtida utilizando uma fita de pH, como ilustrado na Figura 2-6.

Figura 2-6
Identificagcdo A do &cido citrico

Obteve-se um pH 3, estando este de acordo com a especificagdo da Ffarmacopeia
Europeia “The solution is strongly acidic” (European Directorate for the Quality of
Medicines and HealthCare, 2023a, p. 2356).

¢ Identificacdo C

A 5 mg de acido citrico foi adicionado 1 ml de solucdo de anidrido acético R e 3 ml de
solucéo de piridina R.

Visualizou-se o aparecimento de uma cor avermelhada na solu¢cdo obtida, como
ilustrado na Figura 2-7, estando o resultado de acordo com a especificacdo da
Farmacopeia Europeia (European Directorate for the Quality of Medicines and
HealthCare, 2023a).
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Figura 2-7
Identificagcdo C do acido citrico

e Assay

Dissolveram-se 0,550g de &cido citrico em agua destilada. Adicionou-se fenolftaleina a
solucao obtida e procedeu-se a sua titulagéo sobre agitacao no titulador automatico (848
Titrino plus do Metrohm) ilustrado na Figura 2-8.

Figura 2-8
Titulador automatico

Ao atingir o ponto de equilibrio, a solu¢do adquiriu a coloragéo rosa, como ilustrado na

Figura 2-9.

Figura 2-9
Titulag&o acido citrico
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3.2.2.2.2. Citrato de soédio

¢ Identificacdo A

Seguindo as orientagbes da Farmacopeia Europeia 11.0 (2023), realizou-se a

identificacdo A do citrato de sédio.
Preparou-se a solugéo S contendo 10 g de citrato de sédio e 100 ml de &gua destilada.

Num tubo de ensaio foram colocados 4 ml de 4gua destilada, 1 ml de solu¢éo S, 1 ml
de permanganato de potassio R e 0,5 ml de &cido sulftrico R. A solucéo foi aquecida

até a cor de permanganato de potassio desaparecer.

Adicionou-se 0,5 ml de nitroprussiato de sodio R e 4 g de acido sulfamico R. A solugéo
foi alcalinizada com aménia concentrada R até dissolucao total do acido sulfamico.

A solucéo adquiriu a cor azul, como demonstra a Figura 2-10 (European Directorate for
the Quality of Medicines and HeathCare, 2023).

Figura 2-10
Identificacdo A do citrato de sédio

e Acidez ou alcalinidade

Realizou-se a mistura de 0,1 ml de solu¢éo de fenolftaleina R com 10 ml de solugéo S,

anteriormente preparada.
Foi adicionado gota a gota acido hidrocloridrico (0,1M) até a solu¢do mudar de cor.

Como descrito na literatura ndo foi necessario utilizar-se mais de 0,2 ml de acido
hidrocloridrico para se observar a mudanca de cor (European Directorate for the Quality
of Medicines and HeathCare, 2023).

3.2.2.2.3. Cloreto de potassio 5%

e Uniformidade de volume

Com auxilio de uma proveta foi determinado o volume médio de 3 frascos de cloreto de

potassio a 5% (Servico de Controlo de Qualidade, 2013).
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¢ Medicéo do pH

A solucdo a ser analisada foi aquecida até atingir os 20°C. O sensor do medidor de pH
(Metrohm 914 pH/Conductometer) foi mergulhado na solugéo, como ilustrado na Figura
2-11 (Servico de Controlo de Qualidade, 2013).

Figura 2-11
Medidor de pH e de condutividade

e Densidade relativa

De acordo com o documento interno “Produto acabado solu¢cao oral de Cloreto de
Potassio 5%” (Servico de Controlo de Qualidade, 2013), foram inicialmente realizados
os testes de verificacdo do densimetro (Anton Paar DMA 1001), ilustrado na Figura
2-12. O densimetro foi higienizado com agua destilada e etanol. Realizou-se a injecédo
de 4gua destilada com ajuda de uma seringa e procedeu-se ao teste da agua, cujo
resultado obtido foi guardado em ficheiro pdf. Realizou-se nova higienizacdo, seguida

do teste do ar, cujo resultado foi igualmente gravado em ficheiro pdf.

Por fim, o equipamento foi novamente higienizado e a solugéo de cloreto de potassio
5% foi injetada no densimetro, com ajuda de uma seringa. O valor obtido foi guardado

em ficheiro pdf e registado no livro de registos respetivo.

Figura 2-12
Densimetro

e VViscosidade

A averiguacdo da viscosidade é realizada em dois viscosimetros. Para facilitar a
compreensdo do ensaio, 0s equipamentos serdo designados viscosimetro 1 (Fungilab
MASTER SERIES SMART), ilustrado na Figura 2-13 , e viscosimetro 2.
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Figura 2-13
Viscosimetro 1

Para realizar os testes no viscosimetro 1, 16 ml da solucdo a ser analisada séo
colocados no suporte. Introduziu-se o spindle no suporte e o teste foi realizado durante

2 minutos.

Para a andlise da viscosidade efetuada no viscosimetro 2, um copo de precipitacao
com 240 ml da solugéo a ser analisada foi colocada em banho a 25°C. O spindle e uma
sonda de temperatura foram mergulhadas na mesma. O viscosimetro foi programado e
0 ensaio foi realizado durante 2 minutos. Os resultados obtidos foram gravados em
ficheiro pdf, tendo sido impressa uma etiqueta que foi, posteriormente colada no livro de

registos da solucdo de cloreto de potassio 5%.
e Identificagdo A: identificacdo de cloretos

Com &cido nitrico diluido R, 2 ml da solug&o de cloreto de potassio 5% foram acidificados
e adicionou-se 0,4 ml de nitrato de prata R1 (42,4 g/L). A solugéo foi agitada e guardada
ao abrigo da luz durante 5 minutos. Um precipitado branco formou-se como ilustrado na
Figura 2-14.

Figura 2-14
Precipitado branco

Nota. Resultado obtido durante o ensaio de identificacdo A: identificacdo de cloretos.

O precipitado foi centrifugado, no centrifugador ilustrado na Figura 2-15.
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Figura 2-15
Centrifugador

Apos centrifugagdo, o precipitado foi lavado trés vezes com 1 ml de 4gua destilada e
posteriormente suspenso em 2 ml. Adicionou-se 1,5 ml de aménia R e o precipitado
dissolveu-se conforme demonstra a Figura 2-16 (European Directorate for the Quality
of Medicines and HealthCare, 2023g).

Figura 2-16
Resultado teste de identificacdo A: identificacdo de cloretos

e Identificagdo B: identificacdo do potassio

Foi adicionado 1 ml de acido acético diluido R e 1 ml da solu¢cdo extemporanea de
cobaltinitrito de sédio R a 1 ml de solugéo de cloreto de potassio 5%. Formou-se um
precipitado amarelo alaranjado (Figura 2-17) como descrito na Farmacopeia Europeia

(European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023g).

Figura 2-17
Identificacdo B: identificacdo do potassio
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3.2.2.2.4. Hidrocloridrato de metadona

¢ Identificacdo B: ponto de fusdo

O Hidrocloridrato de metadona foi introduzido em trés capilares posteriormente
colocados no equipamento de ponto de fuséo e ebulicido ilustrado na Figura 2-18.

Figura 2-18
Equipamento de ponto de fusao e ebulicdo

Foi calculada a média do ponto de fusdo obtida pelos trés capilares (European
Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023c).

3.2.2.2.5. Isoniazida
O ponto de fuséo foi avaliado de acordo com o descrito na identificagdo B do

Hidrocloridrato de metadona da sec¢éo 3.2.2.2.4.
e Solucéo S

Primeiramente, procedeu-se a preparacdo da solucdo S. Dissolveu-se 2,5 g de
isoniazida em agua destilada livre de dioxido de carbono, obtendo-se uma solu¢cdo com
um volume final de 50 ml (European Directorate for the Quality of Medicines and
HealthCare, 2023b).

e Aparéncia da solugéao
O teste baseia-se ha comparacao de duas solugfes: a solucdo S e a solucéo BY.

Primeiramente, preparou-se a solucdo padrdo BY através da adicdo de 2,4 ml de
solucdo amarela, 1 ml de solugcdo vermelha, 0,4 ml de solugéo azul e 6,2 ml de &cido
hidrocloridrico (10 g/L). Da solucao obtida pipetou-se 0,250 ml e adicionou-se 9,75 ml

de &cido hidrocloridrico (10 g/L), obtendo-se a solucao BY.

A solucdo obtida foi comparada com a solugcdo S preparada no ensaio anterior e
verificou-se que estas estavam de acordo com as especificacbes da Farmacopeia

Europeia (European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023b),

50



uma vez que a solucdo S se apresentava limpida e com uma intensidade de cor nao

superior a solucédo BY;, como verificado na Figura 2-19.

Figura 2-19
Aparéncia da solugéo
A B

Nota. A representa a solucéo S e B representa a solugéo BY7.

e Medicdo de pH

A medicéo do pH foi realizada a solugéo S anteriormente preparada, tendo sido o teste

executado nas mesmas condi¢des do descrito no ponto 3.2.2.2.3.

3.2.2.2.6. Salicilato de metilo
Os testes de acidez ou alcalinidade, densidade relativa e identificagdo B foram
realizados de acordo com os procedimentos descritos em 3.2.2.2.2, 3.2.2.2.3, 3.2.2.2.4,

respetivamente.
e Aparéncia
O teste baseia-se na comparacao da solucao de salicilato de metilo e a solucdo Y7.

Primeiramente, preparou-se a solucao padréo Y através da adi¢éo de 2,4 ml de solucao
amarela, 0,6 ml de solucéo vermelha e 7 ml de acido hidrocloridrico (10 g/L). Da solucéo
obtida pipetou-se 0,250 ml e adicionou-se 9,75 ml de &cido hidrocloridrico (10 g/L),
obtendo-se a solugdo Y7 (European Directorate for the Quality of Medicines and
HealthCare, 2023d).
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As duas solucdes foram comparadas, verificando-se que a solucdo de metilo se
apresentava limpida e com uma intensidade de cor n&o superior a solu¢do Y7, como
ilustrado na Figura 2-20.

Figura 2-20
Aparéncia do salicilato de metilo

3.2.2.2.7. Solugéo oral cloridrato de metadona 1%, frascos de 1L
A medicdo de pH, a densidade relativa e a viscosidade da solugéo de cloridrato de

metadona 1% foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos em 3.2.2.2.3.
e Massa volumica

O ensaio da massa volumica foi realizado de acordo com o processo de obtengéo da
densidade relativa relatado em 3.2.2.2.3., uma vez que o densimetro obtém o resultado

dos dois testes em simultaneo.
e Doseamento

O doseamento do cloridrato de metadona é realizado de acordo com o método do

Laboratério de Estudos Farmacéuticos.

Para a realizacdo do doseamento é necessario, em primeiro lugar, preparar cinco

solucdes: fase moével, duas solucbes padrao e duas solu¢cdes amostra.

A fase movel consiste numa solucdo de fosfato de potassio monobésico (0,01M)
ajustado a um pH 3,5 com &cido fosforico.
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Para elaborar as solucdes padréo, primeiramente sdo pesados 20 mg de cloridrato de
metadona em p6 para um baldo volumétrico de 100 ml, sendo este perfeito com fase
movel. Da solucédo obtida é retirado 1 ml para dois baldes volumétricos (25 ml), que sao

novamente perfeitos com fase movel, atribuindo-lhes os nomes P1 e P2.

As solu¢des amostra sao realizadas da mesma forma que as solu¢des-padrdo, porém
0s 20 mg de cloridrato de metadona séo retirados da solucdo oral de cloridrato de
metadona e os balbes de 25 ml sdo nominados Al e A2. Caso se realize o0 ensaio a
mais do que uma amostra de solugao oral de cloridrato de metadona, os balbes sao
nominados por ordem alfabética (Al e A2, B1 e B2, Cl e C2, etc.).

Todas as solucdes sdo pipetadas para viais previamente nominados com o nome do
baldo volumétrico respetivo. Os vias sdo desgaseificados e colocados no suporte do
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia. O teste € realizado.

Os resultados obtidos séo registados no livro de registos da solucdo oral de cloridrato
de metadona 1% e guardados digitalmente no sistema informatico.

3.2.2.2.8. Solugéo oral cloridrato de metadona, saquetas de 15 ml

A medicdo de pH, a densidade relativa, a massa volumica e a viscosidade da
solucdo de cloridrato de metadona 1% foram realizadas de acordo com o0s
procedimentos descritos em 3.2.2.2.3. O doseamento foi realizado conforme o ponto
3.2.2.2.7.

e Uniformidade de volume

Utilizando uma proveta, foi calculado o volume médio de seis saquetas de solucao oral

de cloridrato de metadona.

3.2.2.2.9. Xarope comum

O xarope comum é uma solucao aquosa a base de sacarose e agua purificada utilizada
como veiculo para a preparacdo de xaropes medicamentosos e suspensfes orais
(Barbosa, 2005a).

No LM, o xarope comum fabricado (com e sem parabenos) é distribuido para hospitais

para ser usado como base de medicamentos manipulados.

De acordo com as especificagfes do Formulario Galénico Portugués, o xarope comum
tem a validade de 1 més apoOs preparacdo e 0 xarope comum conservado com

parabenos tem validade de 3 meses ap0s preparacdo (Barbosa, 2005b, 2005a). Uma
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vez que a validade da preparacdo é muito pequena, o LM encontra-se a realizar um
ensaio de estabilidade para avaliar se é seguro aumentar a validade dos xaropes

simples que distribui.

Dezoito frascos de xarope comum do mesmo lote, com e sem parabenos, foram
colocados na camara de estabilidade durante 18 meses sendo retirado, no final de cada

més, 1 frasco para ser avaliada a sua qualidade.

A medicéo do pH e a viscosidade foram realizados de acordo com o descrito no ponto
3.2.2.2.3.

e Aspeto

Ao abrir o frasco, verifica-se se existe a formacgao de cristais na tampa ou de precipitado
no fundo do recipiente.

e Condutividade

O teste da condutividade é realizado no equipamento, ilustrado na Figura 2-11.

7

Apo6s conectado o sensor de medicdo de condutividade, a leitura € realizada em

conformidade com o procedimento descrito no ponto 3.2.2.2.3.

3.2.3. Laborat6rio de microbiologia

3.2.3.1. Limpeza de material

Para que os resultados dos ensaios realizados sejam o mais fidedignos possivel, é
indispenséavel que o material de laboratorio esteja descontaminado. Assim, a limpeza do

material € uma etapa bastante importante.

Apobs os materiais de laboratdrio reutilizaveis serem lavados e devidamente secos, é
colocada em todos fita de esterilizacdo de autoclave e estes sdo codificados com o

mesmo cédigo.

Os materiais e uma ampola de teste microbiolégico sdo colocados no suporte do
autoclave. Quando o programa previamente selecionado termina, os materiais sao
mantidos em quarentena e a ampola de teste microbiolégico € colocada numa estufa,
durante 2 dias. Apés os 2 dias, o teste microbiologico é avaliado, os resultados sao
registados numa folha de registos propria. Caso o teste seja negativo, os materiais ficam

aptos para serem utilizados.
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3.2.3.2. Avaliacao de meios de cultura
Os ensaios de qualidade microbioldgicos sao realizados utilizando meios de cultura.
Desta forma, todos os meios sdo avaliados para se averiguar se 0s resultados obtidos

sao confiaveis.

Os meios de cultura sao inoculados com microrganismos que o meio inibe o crescimento
(grupo 1) e com microrganismos que 0 meio proporcional o crescimento (grupo 2). Apés
inoculacé@o, os meios séo colocados a incubar. Apds 24 horas e 72 horas, as col6nias
existentes sdo contabilizadas. Os meios sdo apenas utilizados quando as placas do
grupo 1 ndo apresentam crescimento de microrganismos e as placas do grupo 2

apresentam crescimento.

A titulo meramente exemplificativo, a Figura 2-21 ilustrado os resultados registados em
dois tipos de meios de cultura utilizados nos ensaios de qualidade.

Na primeira e na segunda placas o meio de cultura testado € o Chromogenic coliform
Agar. Este meio de cultura tem a capacidade de promover o crescimento de bactérias
coliformes. No grupo 1, o meio de cultura foi inoculado com amostras de bactéria ndo
coliformes. Ja as placas do grupo 2 foram inoculadas com amostras de bactérias
coliformes. As placas foram incubadas a 36°C e procedeu-se a sua contagem apos 24
e 72 horas. Os resultados dos testes demonstraram que este meio de cultura se
encontrava apto para realizar os testes de qualidade microbiolégicos, uma vez que as
placas do grupo 1 ndo apresentaram crescimento de colénias e as placas do grupo 2,
ilustradas na Figura 2-21, apresentaram crescimento de E.coli (col6nias azuis) e outro

tipo de bactérias coliformes (col6nias rosa).

Na terceira placa ilustrada foi utilizado o meio de cultura Agar Colistin Nalidix. Este mieo
€ seletivo para bactérias gram-positivo e inibe bactérias gram-negativo. Assim sendo,
as placas do grupo 1 sdo inoculadas com bactérias gram-negativo e as placas do grupo
2 com bactérias gram-positivo. Apés inoculacéo as placas séo colocadas na estufa a
35°C em condi¢des de anaerobiose. Realizou-se a contagem apos 24 e 72 horas. Este
meio de cultura também se demostrou apto para ser utilizado nos ensaios de qualidade
microbiol6gicos, uma vez que nas placas do grupo 1 ndo se verificou nenhum
crescimento e nas placas do grupo 2, ilustrado na Figura 2-21, houve crescimento de

cocos gram-positivo (colonias esverdeadas).
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Figura 2-21
Contagem de coldnias

3.2.3.3. Cloridrato de metadona saquetas de 15 ml

e Pesquisa da E.coli

A Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria gram-negativa, que se encontra presente nos

solos, plantas e no trato intestinal dos animais e do Homem.

Apesar de muitas das estripes serem inofensivas, existem alguns serotipos patogénicos
capazes de resistir a agdo antimicrobiana e causar, por exemplo, infecées intestinais,
gastroenterites e diarreias (Centers for Disease Control and Prevention, 2022).

Como esta bactéria se transmite pela ingestdo de produtos contaminados, é essencial
avaliar a presenca deste microrganismo nas solucdes orais produzidas pelo LM.

A avaliacao da presenca da E. coli na solucéo oral de cloridrato de metadona € realizada
de acordo com as indica¢des do ponto 2.6.13 da Farmacopeia Europeia (European
Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023f) e esquematizado na
Figura 2-22.

Figura 2-22
Esquema da pesquisa da E.coli

| Incubar Contabilizar
| _5mL | (30-35° C, 24h) (42-44° C, 48h) (30-35° C, h)

Incubar Incubar

olucao Ora
Cloridrato de
Metadona
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Primeiramente, 10 ml da solu¢do de Cloridrato de Metadona séo pipetados para um
frasco contendo 90 ml de Trypticase Soy Broth (TSB). A mistura € colocada na estufa
com uma temperatura a variar entre os 30°C e os 35°C, durante 24 horas. Apls a
incubacao é realizada uma leitura para detetar crescimento microbiolégico (European
Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023f).

Pipeta-se 1 ml de TSB incubado, para um frasco contendo MacConkey Broth (McB) e
este é incubado durante 48 horas com uma variagdo de temperatura entre 0s 42°C e 0s
44°C. Verifica-se o crescimento de microrganismos, dois dias ap0s o inicio da incubacéo
(European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023f).

Efetua-se o espalhamento de 0,1 ml de McB incubado, numa placa de petri contendo
MacConkey Agar (McA). Esta é incubada entre 30°C e 35°C durante 72 horas (European
Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare, 2023f).

Por fim, é realizada a leitura da placa de petri e os resultados séo registados.

Para que os resultados obtidos sejam os mais fidedignos possiveis, as leituras
realizadas sdo comparadas com uma amostra chamada branco. O branco é preparado
da mesma forma que as amostras de solug&o oral de cloridrato de metadona, porém o
TSB utilizado é puro (European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare,
2023f).

e NUmero total de microrganismos aerébios viaveis

A avaliagdo do numero total de microrganismos aerdbios viaveis presentes na solucao
oral de cloridrato de metadona é realizada de acordo com as indicagfes do ponto 2.6.12.
da Farmacopeia Europeia (European Directorate for the Quality of Medicines and
HealthCare, 2023e).

A membrana de filtrac@o é posicionada no sistema de filtragcao (Miliflex Oasis da Merck),
ilustrado na Figura 2-23, e humedecida com 10 ml de Agar Base Baird Parker (BPB).

Figura 2-23
Sistema de filtragado
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Pipetar 10 ml da amostra e 40 ml de BPB para a membrana e filtrar (n=2). No meio do

ensaio, preparar o branco.

Colocar as membranas nas cassetes de TSB e Sabouraud Dextrose Agar, ilustradas na
Figura 2-24, e incubar entre 30°C e 35°C durante 5 dias e entre 20°C e 25°C durante 7

dias, respetivamente.

Figura 2-24
Cassetes de TSB

Ap6s o tempo de incubacao realizar as leituras das cassetes e registar os resultados no
livro de registos do Cloridrato de metadona saquetas de 15 ml.

3.2.3.4. Agua de consumo humano

A qualidade da 4gua de consumo humano em Portugal é regulamentada pelo Decreto-
Lei n.° 306/2007, de 27 de agosto (até a0 momento alterado pelos Decretos-Lei n.°
98/2010 de 26 de julho; 152/2017, de 7 de dezembro; e 9/2021, de 29 de janeiro),
regulamentacdo essa que tem subjacente os procedimentos descritos no Decreto-Lei
n.° 236/98, de 1 de agosto. O LM recebe e realiza a analise da agua proveniente do
poco de uma base militar de acordo com o disposto no Decreto-Lei n.° 306/2007, de 27
agosto, na sua versdo consolidada, ou seja, na versdo que resultou das sucessivas

alteracOes legislativas e que se encontra atualmente em vigor.
O controlo, divide-se em dois protocolos, o controlo de rotina 1 e o controlo de rotina 2.

O controlo de rotina 1 é realizado mensalmente e a avaliacao microbioldgica abrange a
averiguacao da presenca da E.coli e de bactérias coliformes. O controlo de rotina 2 é
realizado em meses alternados e permite avaliar a presenca de E.coli, bactérias
coliformes Enterococos, niumero de coldnias a 22°C e numero de colénias a 36°C
(Decreto-Lei n.° 306/2007, de 27 de agosto do Ministério do Ambiente, do Ordenamento

do Territério e do Desenvolvimento Regional, 2007).

As amostras de agua séo inoculadas e monitorizadas de acordo com orientagfes da

Organizacéo Internacional de Normalizacao especificas para cada microrganismo.
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Apo6s o crescimento, as coldnias sao dissolvidas em soro fisiol6gico e colocadas no Vitek
(Vitek 2 COMPACT, BIOMERIUX), ilustrado na Figura 2-25, que analisara as amostras,
indicando quais 0s microrganismos presentes e respetivas quantidades.

Figura 2-25
Vitek

A Tabela 2-1 descreve a quantidade de colonias que devem estar presentes no fim da

analise das amostras de agua:

Tabela 2-1
Paradmetros microbiolégicos indicadores
Parametros microbiolégicos Val9r . Unidade
paramétrico
Escherichia coli 0 N/100 mL
Enterococos 0 N/100 mL
Bactérias coliformes 0 N/100 mL
Numero de coldnias a 22°C <100 N/mL
Numero de colbnias a 36°C <20 N/mL

Nota. Adaptado de Decreto-Lei n.° 152/2017, de 7 de dezembro do Ministério do
Ambiente (https://diariodarepublica.pt/dr/detalhe/decreto-lei/152-2017-114315242)
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4. PONTOS FORTES E PONTOS FRACOS DO ESTAGIO

Como todas as experiéncias profissionais, o estagio no LM foi marcado por pontos

negativos e positivos.

Gracas a inexperiéncia na area e a falta de uso da Farmacopeia Europeia nas aulas
praticas, logo na primeira semana de estagio, houve alguma dificuldade em entender as
indicacBes da realizagédo dos ensaios quimicos, 0 que provocou algumas insegurangas.
Porém, com ajuda dos trabalhadores da divisdo do Controlo de Qualidade, as
insegurangas foram rapidamente ultrapassadas.

Relativamente aos pontos positivos, ha que salientar, em primeiro lugar, a equipa do
Controlo de Qualidade que se mostrou sempre bastante integrativa e disponivel para
transmitir os seus conhecimentos. Tal, contribuiu para o esclarecimento de todas as

davidas emergentes e para a aquisicao de novos métodos de trabalho.

A possibilidade de alargar o estagio ao setor da industria, foi uma mais-valia pois
permitiu contactar com um mercado de trabalho mais abrangente, compreender melhor
o circuito do medicamento dentro do LM e interagir com um maior nimero de produtos

farmacéuticos.

Por fim, a frequéncia palestras semanalmente revelou-se bastante favoravel a
aprendizagem, permitindo a aquisicdo de novos conhecimentos e consolidacdo de

aprendizagens.
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CONCLUSAO

A fase da producdo de um produto farmacéutico € uma etapa fulcral para que a
seguranca, eficacia e efetividade de qualguer medicamento ou dispositivo médico sejam

efetivamente atingidas e preservadas.

A curiosidade e vontade de conhecer areas profissionais pouco mencionadas ao longo
do curso de Farm@cia, conduziram a realizagdo do ultimo estagio curricular na area da

indUstria farmacéutica.

O estagio decorreu no LM onde foi possivel desenvolver atividades no departamento da
indastria e na divisdo de controlo de qualidade.

Apesar das dificuldades sentidas no inicio, a oportunidade de estagiar no LM e aprender
com os seus profissionais revelou-se uma experiéncia muitissimo enriquecedora, ndo
s6 a nivel profissional, como também a nivel pessoal. O desenvolvimento de atividades
em Vvarios setores da industria permitiu contactar com vérias areas do saber, aperfeicoar
métodos de trabalho e relembrar/aplicar contedidos abordados ao longo dos quatro anos
da licenciatura. Ao nivel pessoal, a reflexdo autocritica aliada a partilha de ideias sobre
o trabalho desenvolvido permitiram aperfeicoar a capacidade de comunicagdo e
trabalho em equipa. Por fim, a utilizagdo da Farmacopeia Europeia contribuiu para

melhorar o nivel de inglés.
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