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RESUMO — RELATORIOS DE ESTAGIO

O estagio curricular no ambito do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas vem, como
a ultima etapa do nosso percurso académico, representar o nosso primeiro contacto com a
realidade profissional, na qual todos os nossos conhecimentos adquiridos na faculdade sao
consolidados, dando-nos a oportunidade de contactar com a realidade farmacéutica. Ao
colocar os nossos conhecimentos em pratica e ao desenvolvermos novas competéncias,
permite-nos adquirir a experiéncia profissional necessaria para futuramente integrarmos o
mundo de trabalho. Para além do estagio curricular em Farmacia Comunitaria, tive também a
oportunidade de realizar um estagio em Industria Farmacéutica. Os presentes relatorios tém
como objetivo descrever esta experiéncia, através uma avaliagao do meu desempenho sob a
forma de analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats), a qual me permitiu
identificar quais os pontos fortes, pontos fracos, bem como as oportunidades e ameagas

sentidas ao longo do meu estagio.

Palavras-chave: Relatorio, Estagio Curricular, Farmacia Comunitaria, Industria Farmacéutica,

Analise SWOT.

ABSTRACT = INTERNSHIP REPORT

The curricular internship as part of the Integrated Master’s Degree in Pharmaceutical Sciences,
as the last stage of our academic course, represents our first contact with the professional
reality, in which all our acquired knowledge is consolidated, giving us the opportunity to
contact with the pharmaceutical reality. By applying our knowledge and by developing our
skills, the curricular internship allows us to acquire the necessary professional experience to
integrate world of work in the future. Besides the curricular internship in Community
Pharmacy, | also had the opportunity to perform an internship in Pharmaceutical Industry. The
purpose of these reports is to describe this experience through an evaluation of my
performance under the SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats) analysis
model, which allowed me to identify the strengths, weaknesses, opportunities and threats

throughout my internship.

Key-words: Report, Curricular Internship, Community Pharmacy, Pharmaceutical Industry,

SWOT analysis.
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RESUMO — MONOGRAFIA

A aterosclerose consiste numa doenga inflamatoria crénica da parede arterial, caracterizada
pela acumulagao subendotelial de colesterol associado a lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), com a consequente formagao de placas aterosclerdticas. A aterosclerose e as suas
complicagdes clinicas sao as principais causas de morbilidade e mortalidade nos paises
desenvolvidos, e, deste modo, a prevengao e o tratamento das doengas cardiovasculares
(DCV) tornam-se cruciais. Varios estudos epidemiologicos comprovaram a relagao inversa
entre o colesterol associado as lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) e o risco de
desenvolvimento da doenga cardiovascular. De facto, as HDL desempenham um papel
fundamental na prevencio da aterosclerose devido a sua agio ateroprotetora,
fundamentalmente através da sua agao no transporte reverso de colesterol (RCT). No
entanto, varias tentativas terapéuticas para aumentar a concentragao do HDL-C falharam em
demonstrar a redugao do risco cardiovascular, sugerindo que a composigao e funcionalidade
das HDL se mostra mais importante do que a concentragao de HDL-C para a protegao contra
a aterosclerose. Deste modo, tém sido desenvolvidos varios estudos que procuram
compreender os mecanismos que regulam nao s6 os teores plasmaticos das HDL como
também as suas fungoes. Neste ambito, os microRNAs (miRNAs) tém sido reportados como
agentes que controlam a concentragao e a funcionalidade das HDL. Os miRNAs consistem em
small RNAs nao codificantes que regulam a expressao génica pés-transcricional, encontrando-
se envolvidos em varios processos biologicos e doencas. De facto, tem-se verificado que
diversos miRNAs se encontram alterados em varias doencas, nomeadamente na DCV. Além
disso, os miRNAs, nomeadamente os miR-33a/b, tém demonstrado desempenhar um papel
importante na regulagio de redes génicas envolvidas em varias etapas do RCT, como a
biogénese das HDL, o efluxo de colesterol e a captacao hepatica de colesterol. Foi também
demonstrado que as HDL transportam consigo miRNAs, que podem ser posteriormente
entregues as células dos tecidos periféricos e aqui regularem igualmente redes de genes
envolvidas na formagao e progressao da placa aterosclerética. Devido a sua capacidade de
regulacao de genes envolvidos em varias etapas do metabolismo e da funcionalidade das HDL,
e da promogao do transporte reverso de colesterol, os miRNAs apresentam-se como

potenciais alvos terapéuticos para o tratamento e prevengao das DCV.

Palavras-chave: Aterosclerose; Lipoproteinas de Alta Densidade; HDLs funcionais, miRNA,

miR-33a/b.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of the arterial wall, characterized by
subendotelial accumulation of low-density lipoprotein cholesterol (LDL), with the consequent
formation of atherosclerotic plaques. Atherosclerosis and its clinical complications are the
main causes of morbidity and mortality in developed countries, thus, the prevention and
treatment of cardiovascular diseases become crucial. Several epidemiologic studies have
demonstrated the inverse relationship between high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C)
and the risk of developing cardiovascular disease. Indeed, HDL plays a fundamental role in the
prevention of atherosclerosis due to its atheroprotective function, mainly through its activity
involved in reverse cholesterol transport (RCT). Subsequently, several therapeutic attempts
to increase HDL-C concentration failed to demonstrate the reduction of cardiovascular risk,
suggesting that the HDL composition and its functionality are more important factors for
protection against atherosclerosis than the HDL-C concentration. Therefore, several studies
have been developed to understand the mechanisms underlying the regulation of plasma HDL
levels, as well as their functions. These studies have shown that microRNAs (miRNAs) control
the HDL concentration and its functionality. These agents are small non-coding RNAs (sRNA)
that regulate post-transcriptional gene expression, and they are involved in various biological
processes and diseases. It has been reported that several miRNAs are altered in several
diseases, namely in CVD. Additionally, miRNAs, particularly miR-33a/b, have been shown to
play an important role in regulating several gene networks involved in several stages of RCT,
such as HDL biogenesis, cholesterol efflux and hepatic cholesterol uptake. It has also been
reported that HDLs carry miRNAs, which can subsequently be delivered to peripheral tissue
cells and also regulate several gene networks involved in atherosclerotic plaque formation and
progression. Due to its ability to regulate several genes involved in various steps of HDL
metabolism and functionality and RCT promotion, miRNAs are potential therapeutic targets

for DCV treatment and prevention.

Key words: Atherosclerosis; High-Density Lipoproteins; Functional HDL; miRNA; miR-33a/b.
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PARTE A

RELATORIO ESTAGIO CURRICULAR EM FARMACIA

COMUNITARIA - FARMACIA SANTA CRUZ



Parte A - Relatério Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria — Farmacia Santa Cruz

INTRODUCAO

O farmacéutico, como agente de salide publica e especialista do medicamento, possui aptidoes
que o permitem executar todas as a¢oes respeitantes ao medicamento. O farmacéutico tem
competéncias para aconselhar e dispensar medicamentos, tendo em conta as suas indicagoes
terapéuticas, contraindicagoes, interagoes medicamento-medicamento e/ou medicamento-
alimento, reagoes adversas bem como aconselhar e dispensar produtos de uso veterinario,

produtos cosméticos e de higiene, dispositivos médicos e ainda prestar servigos farmacéuticos.

Apos cinco anos de formagao técnica e cientifica focada no medicamento, o estagio curricular
em Farmacia Comunitaria, no ambito do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas,
como etapa do nosso percurso académico de extrema importancia, vem culminar e consolidar
todos os conhecimentos adquiridos, permitindo-nos contactar com a realidade farmacéutica,
ao colocar em pratica todos os nossos conhecimentos durante o contacto com os utentes, e
adquirir a experiéncia profissional necessaria, para que, futuramente possamos integrar uma

equipa de trabalho.

A farmacia comunitaria é, muitas vezes, o primeiro local de contacto entre o utente e um
profissional de saude qualificado, no qual os Farmacéuticos assumem um papel importante, e,
portanto, necessitam de ser capazes de se adaptar a mudanca e de responder de forma eficaz
as mais variadas necessidades dos utentes. Desta forma, a farmacia deve ser uma entidade

prestadora de um conjunto de servigos de saude cada vez mais diferenciados e especializados.

O Farmacéutico assume a grande responsabilidade de criar uma ligacao de proximidade com
o utente, de modo a que possa atuar como um profissional de salide qualificado, transmitindo
confianga e conhecimento, mostrando-se disponivel para ouvir o utente e outros profissionais

de salide, com o principal objetivo de promover uso racional do medicamento.

Foi com grandes expetativas que escolhi a Farmacia Santa Cruz, em Coimbra, para realizar o
meu estagio curricular, que decorreu entre o dia 09 de janeiro e o dia 24 de abril de 2017,

sob orientagao do Dr. Pedro Baptista.

Com este relatério pretendo descrever esta experiéncia, sumariando as atividades
desenvolvidas, os conhecimentos e aptidoes adquiridas ao longo do estagio. Esta descricao

encontra-se sob a forma de uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats).
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ANALISE SWOT

De modo a descrever melhor o meu estagio curricular na Farmacia Santa Cruz e realizar uma

avaliagao critica do mesmo, realizei uma andlise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities,

Threats) com o intuito de sistematizar e relacionar os pontos fortes e fracos, bem as

oportunidades e ameagas inerentes ao estagio.

interna

1se In

Anal

Analise externa

Tabela | = Andlise SWOT do estagio na Farmacia Santa Cruz.

Positivos

Pontos Fortes

Possibilidade de aplicar na pratica os
conhecimentos adquiridos ao longo
do MICF

Boa recegao e integragao na equipa
da farmacia

Espirito de entreajuda entre todos os
elementos

Estagio dividido em fases
Armazenamento e Organizacao
Servicos farmacéuticos
Potencialidades do Sifarma2000°®
Atendimento ao publico
Heterogeneidade de utentes

Utentes fidelizados

Oportunidades

Possibilidade de frequentar
formagoes

Contacto com outros profissionais
de saude

Receitas eletronicas desmaterializadas

e materializadas

Negativos

Pontos Fracos

% Dificuldade inicial no aconselhamento

de produtos cosméticos e de

dermofarmacia

¢ Preparagao de medicamentos

manipulados

X Alguma dificuldade inicial em associar

o nome comercial do medicamento a

respetiva substancia ativa

X Processamento de receitas e faturacao

X Maioria dos utentes da mesma faixa

etaria

Ameacas

% O facto de ser estagiaria

X Receitas manuais
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PONTOS FORTES

|. Possibilidade de aplicar na pratica os conhecimentos adquiridos

O nosso curso proporciona-nos um vasto conhecimento cientifico na area da saude, no
entanto, a nossa formagao como Farmacéuticos nao se resume apenas ao percurso académico;
Sem duvida que constitui uma base sélida de conhecimentos, que, em conjunto com a pratica
profissional cumulativa, nos permite adquirir competéncias essenciais para o desempenho

eficiente intrinseco a nossa profissao.

Como futura Farmacéutica, a oportunidade de transpor todo o conhecimento teérico para a
pratica real, e de sentir que a formagao recebida contribuiu de modo positivo para o bem-

estar de todos os utentes com os quais contactei, foi imensamente gratificante.

2. Boa rececao e integracao na equipa da farmacia

A Farmacia Santa Cruz é constituida por uma equipa de seis farmacéuticos, jovem e dinamica.
Desde o primeiro dia que me acolheram com grande empatia, mostrando-se sempre
disponiveis para me ajudar e esclarecer todas as minhas duvidas. Sem duvida, foi um dos
aspetos mais positivos durante todo o meu estagio, no qual me senti parte da equipa logo

desde o inicio.

3. Espirito de entreajuda entre todos os elementos

E de se notar a grande envolvéncia entre todos os colaboradores da Farmacia, salientando a

grande entreajuda, companheirismo e amizade.

Ao longo do estagio fui reconhecendo a importancia do espirito de equipa num local de
trabalho. O ambiente de entreajuda, a amizade e a divisao de tarefas entre colegas, nao s6 é
importante para o sucesso, como também para o bem-estar pessoal no local de trabalho,

influenciando de modo positivo o desempenho das fungoes de cada um.

4. Estagio dividido em fases

O meu estagio foi dividido particularmente em duas fases: numa fase inicial no BackOffice, e

posteriormente no atendimento ao balcao.

O trabalho de BackOffice é fundamental para o bom funcionamento da Farmacia, sendo

essencial uma boa organizagao dos produtos e do espago. Considero que a fase de BackOffice
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€ crucial para aprender e reconhecer a importancia de uma boa gestao de encomendas e
devolugoes, controlo dos prazos de validade e estabelecer margens de lucro. Durante este
estagio tive a possibilidade de acompanhar varias tarefas, como a recolha regular dos dados
dos termohigrometros, e observar como era feito o atendimento, de modo a que o cliente

ficasse satisfeito com o servigo prestado.

5. Armazenamento e organizacao

Devido a grande diversidade de produtos, sao determinantes a boa organizagao e o correto
armazenamento de todos os produtos dentro da farmacia, nao sé para manter a sua qualidade,
como também para facilitar o bom funcionamento da farmacia e do atendimento ao publico,

ja que, para os utentes a rapidez do atendimento € um fator positivo importante.

O tempo que passei no armazém foi importante para aprender como os produtos eram
organizados e onde eram arrumados, e familiarizar-me com os nomes comerciais, o que
contribuiu para uma melhor capacidade de atendimento e maior confianga posteriormente na
fase de atendimento ao balcao, uma vez que ja conhecia grande parte dos produtos existentes

na farmacia e onde se encontravam arrumados.

6. Servicos farmacéuticos

Os servigcos prestados pelas Farmacias atualmente vao muito mais além da dispensa de
medicamentos e outros produtos, tendo evoluido na prestacio de servicos de saude,
nomeadamente na determinagao de parametros bioquimicos, particularmente na medi¢ao dos

niveis de glicémia, colesterol, triglicerideos e pressao arterial.

Logo desde o inicio do meu estagio que tive oportunidade de prestar estes servigos, e assim
o contacto com os utentes foi acontecendo de forma gradual e progressiva, que contribuiu
para a adaptagao aos varios tipos de clientes, e assim aumentando a minha confian¢a nos

aconselhamentos e durante os atendimentos.

7. Potencialidades do Sifarma2000°®

A Farmacia Santa Cruz possui o sistema informatico Sifarma2000°. A adapta¢io ao programa
foi facil, uma vez que ja tinha tido a oportunidade de contactar com o programa durante um
estagio de verao em Farmacia Comunitaria, e, portanto, ja conhecia algumas funcionalidades
do programa. Os primeiros dias do estagio curricular foram importantes para relembrar onde

se encontravam estas funcionalidades.
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Como estagiaria, considero o programa uma ferramenta muito util para o meu desempenho
durante todo o estagio, uma vez que, para além de intuitiva, permite obter toda a informacao
cientifica sobre medicamentos e/ou produtos, bem como informagao relevante sobre os
utentes, como por exemplo a medicagao croénica habitual, traduzindo-se num atendimento

mais completo e personalizado.

8. Atendimento ao publico

A dispensa de medicamentos e outros produtos € uma das atividades de maior importancia
em Farmacia Comunitaria. Durante a cedéncia o Farmacéutico é responsavel pela
disponibilizagao de toda a informagao necessaria, garantindo a boa utilizagao e o uso racional

do medicamento.

O grande desafio, para além de ultrapassar o receio de errar e a inseguranga, assentou na
necessidade de realizar varias tarefas simultaneamente, tais como, avaliar a receita, fazer
perguntas oportunas ou procurar informagao no sistema, se necessario, ceder todos os
produtos corretamente, conversar com o utente, aconselhd-lo e fornecer as respetivas
informagoes de utilizagao necessarias, tendo em conta a duragao de atendimento, para que o

utente nao tivesse que aguardar muito tempo.

Ao longo do estagio os desafios foram superados, a transmissao de seguranga foi essencial
para que a confianga fosse aumentando e a relagao com os utentes fosse sendo cada vez maior

e melhor.

9. Heterogeneidade de utentes

A Farmacia Santa Cruz situa-se na baixa de Coimbra, mais propriamente na Rua das Padeiras.
Devido a proximidade de centros turisticos, zonas de lazer, servicos e terminais de
transportes publicos, permite uma enorme afluéncia de uma grande heterogeneidade de

utentes, incluidos em diversos escaloes etarios e contextos socioculturais e socioeconémicos.

Ao longo do estigio tive a oportunidade de realizar alguns atendimentos a utentes
turistas/estrangeiros, o que exigiu um atendimento especial, e o dominio de outras linguas.
Assim, a heterogeneidade dos utentes revelou-se numa necessidade de adaptar o atendimento
a cada utente, e permitiu o meu crescimento profissional e desenvolvimento da componente

social associada a profissao farmacéutica.
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10. Utentes fidelizados

A Farmdcia Santa Cruz dispoe de varios clientes fidelizados, o que, enquanto estagiaria, facilitou
o meu atendimento ao publico, uma vez que grande parte dos utentes sao polimedicados, e
como € mantido um registo da sua medicagao croénica, conseguia dispensar ao utente, na
maioria das vezes, o medicamento que o utente habitualmente adquire, apesar da grande

diversidade de produtos e laboratorios, contribuindo assim para a satisfagdo do utente.

PoNTOS FRACOS

|. Dificuldade inicial no aconselhamento de produtos cosméticos e de

dermofarmacia

A Farmacia Santa Cruz possui uma gama variada de produtos cosméticos e da area de
dermofarmacia, e apesar das diferentes marcas possuirem substancias com propriedades
idénticas, a extensa diversidade de produtos criou alguma dificuldade no aconselhamento deste

tipo de produtos, bem como responder as questoes e duvidas dos utentes.

Ao longo do estagio, para além das explicagoes sobre cada gama de produtos, formagoes
anteriores, experiéncia pessoal e do dia-a-dia, e o feedback dos utentes, tive a possibilidade de
frequentar formagoes sobre produtos cosméticos, o que contribuiu para que a dificuldade

inicial sentida no aconselhamento destes produtos fosse sendo ultrapassada.

2. Preparacdao de medicamentos manipulados

Apesar de durante o estagio curricular nao ter tido a oportunidade de preparar medicamentos
manipulados, devido a falta de condi¢oes da Farmacia, nomeadamente de espago que permita
a preparagao deste tipo de medicamentos, ao longo do meu percurso académico foram varias
as ocasioes em que me foi possivel preparar estes medicamentos. Contudo, durante o estagio
curricular, tive a oportunidade de realizar preparagoes extemporaneas de suspensoes orais

de antibioticos.

3. Alguma dificuldade inicial em associal o nome comercial a respetiva

substincia ativa

Quando iniciei o estagio, apesar de ja conhecer alguns nomes comerciais, senti alguma
dificuldade em associar as substancias ativas ao nome comercial do respetivo medicamento.

Uma vez que o conhecimento dos nomes comerciais se adquire com a experiéncia profissional,
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neste sentido o estagio curricular torna-se importante, permitindo-nos o contacto com

medicamentos dos mais diversos laboratorios e com os mais variados nomes comerciais.

4. Processamento de receitas e faturacao

Apesar de atualmente a grande maioria das receitas serem eletronicas desmaterializadas, parte
das receitas que chegam a farmacia ainda sao manuais ou eletronicas materializadas. O
processamento de receitas e faturagdo, uma das muitas tarefas desempenhadas pelo
Farmacéutico em Farmacia Comunitaria, consiste num processo complexo, minucioso,
exigente e rigoroso, de modo a minimizar os erros de receituario ou de dispensa da

medicagao.

Durante o periodo de estagio nao tive a oportunidade de efetuar a analise das receitas,
constituindo um ponto fraco no estagio. No entanto, foi-me explicado o modo de avaliagao e
deram-me oportunidade, nao s6 de acompanhar a equipa nesta tarefa, como também de

analisar uma ou outra receita, cujos erros passavam facilmente despercebidos.

5. Maioria dos utentes da mesma faixa etaria

Apesar da heterogeneidade de utentes mencionada acima, grande parte dos utentes da
Farmacia habitam na zona da baixa da cidade, sendo, portanto, uma populagao
maioritariamente idosa e polimedicada, o que resulta na procura de medicamentos muito

semelhantes.

Na minha opinido como estagiaria, inicialmente mostra-se uma vantagem, uma vez que o
aconselhamento e os cuidados no atendimento sao idénticos. Porém, ao fim de algum tempo,
torna o atendimento muito sistematizado, para além de que nao tive oportunidade de
dispensar e/ou aconselhar certos medicamentos, considerando, assim, que tenha sido um

ponto fraco.

OPORTUNIDADES

|. Possibilidade de frequentar formacoes

Como ja referi anteriormente, durante o estagio tive a oportunidade de frequentar formagoes
sobre produtos cosméticos e da area de dermofarmacia. Estas formagoes externas a farmacia
constituiram uma grande vantagem para o meu estagio, uma vez que pude conhecer de forma

mais ou menos detalhada toda ou parte da gama de produtos de determinados laboratorios,



Parte A - Relatério Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria — Farmacia Santa Cruz

o que me permitiu adquirir conhecimentos essenciais para o meu desempenho no

aconselhamento destes produtos e/ou de produtos semelhantes.

2. Contacto com outros profissionais de satude

O Farmacéutico, como especialista do medicamento, durante a sua atividade, torna-se
determinante a colaboragao com todos os profissionais de saude. Durante o estagio tive a
oportunidade de contactar com outros profissionais de salide, nomeadamente médicos, com

a finalidade de esclarecer questoes relacionadas com prescrigoes.

3. Contacto com receitas eletronicas desmaterializadas e materializadas

A sociedade rapidamente se adaptou as receitas eletronicas desmaterializadas; quando alguns
utentes traziam consigo receitas manuais ou eletronicas materializadas era necessario alertar
o utente para alguns aspetos, como o facto de que todos os medicamentos teriam de ser
dispensados e que nao podia ser dispensado apenas o que necessitava e voltar mais tarde com
a mesma receita para lhe serem dispensados os restantes medicamentos, criando alguma

confusao em determinados utentes.

Assim, durante o estagio tive oportunidade de contactar, maioritariamente, com receitas
eletronicas desmaterializadas, mas também com algumas materializadas e manuais; o método
de selegao dos medicamentos entre elas é diferente, proporcionando-me uma experiéncia

mais ampla na dispensa de medicamentos mediante apresentagao de receita médica.

AMEACAS

I. O facto de ser estagiaria

O Farmacéutico é um profissional de saude, tornando-se essencial estabelecer uma relagao de
confianga com o utente, adaptando o atendimento a cada um. Na Farmacia Santa Cruz, grande
parte dos utentes conhece a equipa de farmacéuticos, e estao, por isso, mais familiarizados

com o seu atendimento, bem como a equipa adaptada ao utente.

No inicio do estagio constatei que alguns clientes demonstraram alguma resisténcia inicial por
serem atendidos por um elemento novo na Farmacia, tornando-se poucos recetivos, e muitas
vezes pediam para serem atendidos por um dos Farmacéuticos, uma vez que “ja sabem qual é
a minha medicagao”; outros nao se mostravam incomodados, mostrando-se até bastante

recetivos e compreensivos.
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Conquistar a confianga e estabelecer relagdoes com os utentes foi um desafio, que foi bem
superado ao longo do estagio, e os receios iniciais deram lugar a confianga nas minhas

competéncias.

2. Receitas manuais

Cada vez sao menos as receitas manuais que chegam a Farmacia. Ainda assim, durante o meu
estagio contactei com algumas, o que nao se mostrou ser uma tarefa facil, principalmente em
entender a prescricao dada a caligrafia, que muitas vezes era impercetivel. Muitas vezes
necessitei de ir confirmar com outro Farmacéutico a prescrigao para que nao ocorressem

erros de dispensa da medicagao.

CONCLUSAO

O estagio curricular em Farmacia Comunitaria representa o nosso primeiro contacto com os
utentes e permite-nos reconhecer a importancia do farmacéutico na sociedade, revelando-se,

por isso, uma grande oportunidade para o meu crescimento profissional e pessoal.

O farmacéutico deve focar toda a sua atividade na saide e bem-estar do utente, de modo a
que o tratamento seja conseguido com seguranca, qualidade e eficacia. Desta forma, considero
que o meu estagio na Farmacia Santa Cruz foi bastante enriquecedor, uma vez que me permitiu
contactar com uma grande variedade de utentes e em diferentes situagdes, dando-me a
oportunidade de consolidar e aplicar os meus conhecimentos através do aconselhamento,

acompanhamento, dedicagao e atengao dada aos utentes.

Como futura Farmacéutica foi incentivador a aproximagao com a realidade profissional e
encorajador constatar que a intervencao do Farmacéutico, apesar de muitas das vezes ser
subvalorizada, é reconhecida pela sociedade através da confianga que os utentes depositam no

Farmacéutico, esperando sempre o melhor aconselhamento.

Com este estagio pude desenvolver a vertente humana da profissao e ganhar uma nova
perspetiva sobre o Farmacéutico, permitindo-me perceber a envolvéncia, abrangéncia,
importancia do Farmacéutico, sempre com consciéncia de que é necessaria uma constante

aprendizagem e que o trabalho em equipa é a base do caminho para o sucesso.
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ANEXO A - CAsos CLINICOS

CaAso CLiNIco |

Jovem do sexo feminino, 20 anos, queixa-se de sensacdao de formigueiro latejante

no labio

Apos algumas questoes, percebeu-se que a utente tinha histérico de herpes labial, e que a
sensacio no labio seria um episédio de herpes labial. Nesta situacio, foi-lhe cedido Zovirax®

e aconselhada a colocagao 5 vezes ao dia no labio, até a supressao completa do herpes.

CAso CLiNIcO 2

Senhor, 30 anos, refere que anda com episodios de tosse desde o dia anterior

Quando questionado, refere que nao faz nenhuma medicagao e que nao é diabético. Menciona
ainda que a tosse apresenta expetoragao, e € acompanhada de dores de garganta. Neste caso,
foi aconselhada a toma de 5mL, 3 vezes ao dia, até um méaximo de 7 dias, de Bisolvon® xarope,
uma vez que preferia esta formulagao. Para a dor de garganta, foram recomendadas umas
pastilhas Strepfen®, a cada 6 horas, nio excedendo os 3 dias. Para além disto, foi-lhe
relembrada a importancia de uma boa hidratagao de modo a facilitar a libertacao e expulsao

da expetoragao.

CAso CLiNICO 3

Senhor, 50 anos, queixa-se de sangramento gengival

Quando questionado, refere que a higiene oral é realizada com uma escova de dentes de
dureza média. Apos a andlise da situagao, foi-lhe recomendada a mudancga de escova para uma
suave (Paradontax® ExtraSoft), desenvolvida para ajudar a prevenir o sangramento gengival, e
a combinagao com uma pasta de dentes indicada também para o sangramento gengival
(Paradontax®). O utente foi alertado para o sabor caracteristico da pasta, de modo a nao

estranhar na primeira utilizagao, e acabou por optar pela pasta extra fresca.
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LISTA DE ABREVIATURAS

CE — Conselho Europeu

CEE — Comunidade Econémica Europeia

CIR — Cosmetic Ingredient Review

Coslng — Cosmetic Ingredient Database

CPNP — Portal de Notificagao de Produtos Cosméticos
DIV — Dispositivo médico de Diagnostico in vitro

DM — Dispositivo Médico

ECHA — European Chemical Agency

EMA — European Medicines Agency

EU — European Union

HMPC — Committee on Herbal Medicinal Products

ISO — International Organization for Standardization

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
NICNAS — National Industrial Chemicals Notification and Assessment Scheme
NP — Norma Portuguesa

PIF — Product Information File / Ficheiro de Informagao do Produto
RAS — Relatério de Avaliagao de Seguranga

SCCS - Scientific Committee on Consumer Safety

SGQ - Sistema de Gestao da Qualidade

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats
TOXNET — Toxicology Data Network

UE — Uniao Europeia

- Pharmilab
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INTRODUCAO

Durante os cinco anos de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, a formagao recebida
na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, permite-nos desenvolver capacidades
necessarias para desempenhar a profissao farmacéutica de forma Unica e imprescindivel, como

profissionais técnica e cientificamente competentes.

Atualmente o setor farmacéutico encontra-se em surpreendente evolugdo e expansao,
nomeadamente na area da indUdstria farmacéutica, e, uma vez que o estagio curricular constitui
a primeira oportunidade de contacto com a realidade do exercicio da profissao, para além do
estagio curricular em Farmacia Comunitdria optei também por realizar um estagio curricular
em Industria Farmacéutica, nomeadamente na Area Regulamentar e da Qualidade, com a
principal finalidade de contactar com outras vertentes da nossa profissio enquanto

Farmacéuticos e, assim, adquirir novas competéncias.

Enquanto profissional de saide, o Farmacéutico encontra-se altamente qualificado para atuar
em todas as areas que abrangem o conceito do medicamento, como referido no ato
farmacéutico. O ato farmacéutico encontra-se legislado no Decreto-Lei n® 288/2001, e integra
as diversas atividades inerentes a profissao farmacéutica, entre as quais: “b) registo, fabrico e
controlo dos medicamentos de uso humano e veterindrio e dos dispositivos médicos”; “h)
informagao e consulta sobre medicamentos de uso humano e veterinario e sobre dispositivos
médicos, sujeitos e nao sujeitos a prescricao médica, junto de profissionais de saude e de
doentes, de modo a promover a sua correta utilizagao”; “i) acompanhamento, vigilancia e
controlo da distribuicao, dispensa e utilizagao de medicamentos de uso humano e veterinario e

dispositivos médicos”.

Estagiar na Pharmilab, uma empresa em desenvolvimento e expansao, permitiu-me o contacto
com uma area diferente, tendo sido, por isso, uma experiéncia imensamente enriquecedora,
que me permitiu nao s6 consolidar conhecimentos previamente adquiridos, como também
adquirir outros conhecimentos e competéncias novas. Foi com grandes expetativas que escolhi
a Pharmilab, em Coimbra, para realizar o meu estagio curricular, que decorreu entre o dia 15

de maio e o dia | | de agosto de 2017, sob orientagao da Dra. Liliana Teles.

Com este relatorio pretendo descrever esta experiéncia, sumariando as atividades
desenvolvidas, os conhecimentos e aptidoes adquiridas ao longo do estigio através de uma

analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats).
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ANALISE SWOT

De modo a descrever melhor o meu estagio curricular na Pharmilab e realizar uma avaliagao
critica do mesmo, realizei uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats) com
o intuito de sistematizar e relacionar os pontos fortes e fracos, bem como as oportunidades e

ameagas inerentes ao estagio curricular.

Tabela | — Anidlise SWOT do estagio na Pharmilab.

Positivos Negativos
Pontos Fortes Pontos Fracos
X% Boa recegao e trabalho em equipa % Dificuldade durante a pesquisa de
% Outra vertente das Ciéncias informagao cientifica adequada
Farmacéuticas % Notificacao de Produtos Cosméticos
g X Estagio variado
*2 % Possibilidade de aplicar na pratica os
.é conhecimentos adquiridos ao longo
Té do MICF
<
% Acesso a infformagao e documentagao
cientifica e regulamentar
Autonomia / Espirito critico
% Contacto com Lingua Inglesa
X% Ferramentas informaticas
g Oportunidades Ameacas
0
X
3 % Novo Regulamento relativo a X Poucos conhecimentos adquiridos
% Dispositivos Médicos nesta area durante o MICF
é % Fundamentagao de alegagoes



Parte B — Relatorio Estagio Curricular em Industria Farmacéutica - Pharmilab

PONTOS FORTES

|. Boa rececdo e trabalho em equipa

Como estagiaria, torna-se essencial a qualidade da equipa de trabalho na qual somos inseridos,
jd que é esta que nos transmite os conhecimentos e nos orienta na execugao das tarefas.
Diariamente trabalhei com uma equipa de excelentes profissionais que me incutiu o espirito de
cooperagao, aprendizagem e atualizagao continua de conhecimentos, e que sempre se mostrou

disponivel para me ajudar e esclarecer todas as minhas duvidas.

2. Outra vertente das Ciéncias Farmacéuticas

A Pharmilab consiste numa empresa de Consultoria Regulamentar e Controlo de Qualidade
para o setor de Dispositivos Médicos, Cosméticos, Biocidas, Suplementos Alimentares e
Quimicos. Este estagio permitiu-me conhecer e contactar com outras areas das Ciéncias
Farmacéuticas integradas na Industria Farmacéutica, como a Qualidade e a Area Regulamentar

de Cosméticos e de Dispositivos Médicos (DM’s).

Ao longo deste estagio fui-me apercebendo da importancia do Farmacéutico, nao sé como
agente da salde publica zelando sempre para o bem-estar da comunidade e do ambiente, mas
também como um profissional com um amplo conhecimento aliado a um espirito critico e de

analise sempre presentes.

A realizacao do estagio curricular na Pharmilab foi sem duvida um grande ponto forte do meu
estagio curricular, uma vez que me proporcionou uma perspetiva diferente do papel do

Farmacéutico, noutra area que nao diretamente relacionada com o medicamento.

3. Estagio variado

O meu estagio foi dividido essencialmente em duas partes. Inicialmente fui integrada na area da
Qualidade, particularmente num projeto de realizagao e aprimoramento de dois Sistemas de
Gestao da Qualidade (SGQ’s) segundo as normas ISO NP 9001:2015 “Sistemas de Gestao da
Qualidade — Requisitos”, ISO 22716:2007 “Cosmetics — Guidelines on Good Manufacturing
Practices” e 1ISO 13485:2016 “Medical devices — Quality management systems — Requirements for
regulatory purposes”, e posterior implementagao em duas empresas: uma de produgao de
Dispositivos Médicos de Diagnostico in vitro (DIV’s) e outra de produgao de Produtos
Cosméticos e DM’s. Ainda nesta fase, tive a oportunidade de adaptar um Manual de Boas

Praticas de Distribuicao a realidade de uma empresa de distribuicao de cosméticos e outros
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produtos. Posteriormente, o estagio incidiu particularmente na Area Regulamentar de
Cosméticos, durante a qual realizei varias avaliagoes toxicologicas de ingredientes recorrendo

a literatura cientifica disponivel.

Assim, durante o estagio que aqui realizei, as tarefas que executei foram muito diversificadas,
dando-me uma perspetiva mais ampla, nao sé do funcionamento e area de aplicagao da empresa,
como também do campo de atuagao do Farmacéutico na Area Regulamentar e da Qualidade,

e, portanto, senti que foi um grande ponto forte para o meu estagio.

4. Possibilidade de aplicar na pratica os conhecimentos adquiridos

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas proporciona-nos um vasto conhecimento
cientifico. No entanto, a nossa formagao como Farmacéuticos nao se limita apenas ao percurso

académico, que sem duvida que constitui uma base sélida de conhecimentos.

Apesar de ao longo do percurso académico termos a oportunidade de contactar com algumas
das normas ISO acima referidas, na minha perspetiva, a abordagem na faculdade é muito teodrica,
sendo por vezes dificil de compreender como a norma se aplica a realidade pratica. Durante o
estagio tive a oportunidade de aplicar as normas ISO, permitindo-me perceber como ¢ feita
esta aplicagao e adaptagao das normas a uma empresa, tendo sido uma mais-valia para a minha

aprendizagem.

5. Acesso a informacao e documentacao cientifica e regulamentar

Durante todo o estigio contactei com varia informagdo e documentacio cientifica e
regulamentar. Para além das normas ISO ja referidas, contactei ainda com as normas ISO NP
19001:2003 “Linhas de orientagdo para auditorias a sistemas de gestao da qualidade e/ou de
gestao ambiental”, ISO 14971:2007 “Application of risk management to medical devices”, e ISO
14729:2001 “Microbiological requirements and test methods for products and regimens for hygienic

manegement of contact lenses”.

Adicionalmente a literatura cientifica acima mencionada, também tive acesso a varias bases de
dados, nomeadamente Cosmetic Ingrediente Database (Coslng), European Chemical Agency
(ECHA) e Cosmetic Ingredient Review (CIR), e os documentos a elas associadas, incluindo
Opinides do Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) e Relatorios de Seguranga do CIR,
varias Avaliagcoes de Seguranca do Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC) da European
Medicines Agency (EMA). Muitas vezes durante a pesquisa de informagao para a realizagao do

perfil toxicolégico de ingredientes também recorri a base de dados do National Industrial
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Chemicals Notification and Assessment Scheme (NICNAS) e Toxicology Data Network (TOXNET).
Durante o estagio contactei ainda com varios regulamentos e diretivas, tais como Regulamento
(CE) 1223/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho, relativo aos Produtos Cosméticos,
Diretivas 93/42/CEE e 98/79/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, relativas aos

Dispositivos Médicos e Dispositivos Médicos de Diagnostico in vitro, respetivamente.

Todos estes documentos eram-me desconhecidos, que apesar de inicialmente a leitura dos
mesmos nao ter sido facil devido a sua linguagem muito especifica e caracteristica, rapidamente
me adaptei a sua interpretagao, tendo sindo uma mais-valia para a minha formagao e para o meu

estagio.

6. Autonomia/Espirito critico

Desde o inicio do estagio que fui incentivada a trabalhar de forma autonoma, com um
computador e um local de trabalho a minha disposi¢ao para executar as tarefas que me foram
destinadas. Deste modo, considero que tenha sido fundamental para desenvolver algumas
competéncias, tais como confianga e responsabilidade no trabalho realizado, desenvolvimento
do meu espirito critico, capacidade de superar obsticulos e adaptagao as diferentes tarefas.
Deste modo, foi um ponto forte o estagio ser fundamentalmente pratico, tendo a equipa a

oportunidade de avaliar o meu desempenho.

7. Contacto com a Lingua Inglesa

Ao longo do estagio, contactei diariamente com a Lingua Inglesa, lingua global da tecnologia, da
ciéncia e da comunicagao internacional, quer em artigos cientificos, em bases de dados, na
plataforma, como em grande parte da documentagao contactada. Uma vez que a grande maioria
da documentagao elaborada era redigida em inglés, o meu conhecimento nesta lingua permitiu-
me desempenhar as tarefas didrias com destreza, nomeadamente na tradugao de um documento
template de um Ficheiro de Informagao do Produto (PIF) e de um Relatério de Avaliagao de
Seguranca (RAS), e na elaboragao da avaliagao do perfil toxicologico de ingredientes, na qual
literatura consultada também se encontrava em inglés, e a partir da qual retirava com facilidade
os conceitos e informagoes relevantes dos documentos com posterior tratamento dos dados,

tendo sido por isso um ponto forte do meu estagio.
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8. Ferramentas informaticas

Durante o estagio as tarefas que desempenhei decorreram maioritariamente com recurso a
ferramentas informaticas e plataformas bastante familiares, como PubMed, Word®, Excel®, e,

portanto, senti uma grande facilidade em trabalhar com estas ferramentas.

A empresa possui ainda uma base de dados/plataforma, muito intuitiva e facil de trabalhar, sendo
que ao fim de poucos dias conhecia grande parte das funcionalidades. Também durante o estagio
foi o meu primeiro contacto com as bases de dados ja referidas, que se mostraram igualmente
intuitivas e rapidamente me adaptei as suas funcionalidades. Considero, entao, que as

ferramentas com as quais trabalhei foram um ponto positivo durante o meu estagio curricular.

PoNTOS FRACOS

|. Dificuldade durante a pesquisa de informacao cientifica adequada

Senti, principalmente durante a fase do estagio dedicada a avaliagao do perfil de seguranca de
ingredientes e também as fundamentagoes de alegagoes referidas adiante, alguma dificuldade
durante a pesquisa de informacao cientifica adequada, quer por falta de literatura, falta de testes
realizados para os ingredientes, principalmente para extratos de plantas, como também a
informagao se encontrava muito dispersa. Muitas vezes os relatorios do CIR agrupavam varios
ingredientes num relatério de seguranga, nos quais nem sempre havia informagao especifica
para o ingrediente em causa, dificultando a realizagao da tarefa. Para além de necessitar de mais
tempo para estes ingredientes, apds uma pesquisa exaustiva, muitas vezes a informagao ainda

tinha que ser extrapolada.

Apesar de ter sido um obstaculo a realizagao de algumas tarefas, senti que desenvolveu o meu
espirito critico, no sentido em que muitas vezes preferia mencionar que nao existe informagao
sobre aquele ingrediente relativa a um determinado parametro, do que colocar uma informagao
extrapolada e que pudesse colocar em risco a saide dos consumidores do produto final, cujo

ingrediente se encontrasse na sua constituigao.

2. Notificacio de Produtos Cosméticos

Segundo o Regulamento (CE) 1223/2009, um Produto Cosmético é definido como “qualquer
substancia ou mistura destinada a ser posta em contacto com as partes externas do corpo
humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e érgaos genitais externos) ou com

os dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou principalmente, limpa-los, perfuma-
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los, modificar-lhes o aspeto, protegé-los, manté-los em bom estado ou corrigir os odores
corporais.”. @ A pessoa responsavel deve notificar os seus produtos cosméticos no Portal de
Notificacio de Produtos Cosméticos (CPNP) antes da respetiva colocacio no mercado. ® O
CPNP é um portal centralizado a nivel europeu, que substitui o registo nacional por cada estado-
membro, e que permite o acesso das Autoridades Competentes e dos Centros Antivenenos de
cada estado-membro a informagoes disponibilizadas para efeitos de fiscalizagao de mercado,
andlise de mercado, avaliagdo e informagao dos consumidores e para efeitos de tratamento

médico, respetivamente.

Considero que tenha sido um ponto fraco no meu estagio curricular na Pharmilab nao ter tido

a oportunidade nem de observar, nem de aprender como ¢ feita esta notificagao.

OPORTUNIDADES

I. Novo Regulamento relativo a Dispositivos Médicos

Pouco tempo apds o inicio do meu estagio curricular na Pharmilab, foi publicado no Jornal
Oficial da Uniao Europeia o novo Quadro Regulamentar Europeu aplicavel ao setor dos
Dispositivos Médicos, nomeadamente os Regulamentos (EU) 2017/745 e 2017/746 do
Parlamento Europeu e do Conselho, relativo a Dispositivos Médicos, e a Dispositivos Médicos
para Diagnostico in vitro. Como ainda me encontrava na fase do estagio de elaboragao de SGQ,
nomeadamente para uma empresa de produgao de DIV’s, tive a oportunidade de contactar com
ambos os novos regulamentos, com a finalidade de perceber se haveria alguma alteragao

imediata que afetasse o SGQ que me encontrava a elaborar.

Deste modo, considero que tenha sido uma grande oportunidade, uma vez tive contacto com
os regulamentos pouco tempo apos a sua publicagao, tendo aumentado os meus conhecimentos

e perspetivas em relagao a Area Regulamentar relativa a DM’s e DIV’s.

2. Fundamentacao de Alegacdes

Quando ja me encontrava na fase do estagio focada na area regulamentar de produtos
Cosméticos, deram-me a oportunidade de elaborar duas fundamentacoes de alegacoes. De
acordo com o Regulamento (UE) 655/2013 da Comissao, que estabelece critérios comuns para
justificacao das alegagcoes relativas a produtos cosméticos, “As alegagoes relativas a produtos
cosméticos tém como principal objetivo informar os utilizadores finais sobre as caracteristicas

e as qualidades dos produtos. Essas alegagoes sao formas essenciais para diferenciar produtos.
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Contribuem igualmente para estimular a inovagao e fomentar a concorréncia.”. De modo a
“garantir um elevado nivel de protegao do consumidor final, em especial no que diz respeita as
alegagcoes enganosas relativas a produtos cosméticos”, devem ser realizadas sustentagoes de
prova. Ou seja, “as alegacoes relativas a produtos cosméticos, explicitas ou implicitas, devem
ser baseadas em elementos comprovativos adequados e verificaveis”.

Assim, considero que tenha sido uma oportunidade no meu estagio, nao s6 porque tive acesso
a mais documentos, como “Relatorio da Comissao ao Parlamento Europeu e ao Conselho sobre
alegagoes relativas aos produtos baseados em critérios comuns no dominio dos cosméticos”, o
Regulamento ja referido, e também as “Guidelines to Commission Regulation (EU) No 655/2013

laying down common criteria for the justification of claims used in relation to cosmetic products”, como

também consistiu noutra tarefa nova e desconhecida nesta area.

AMEACAS

|I. Poucos conhecimentos adquiridos nesta area durante o MICF

Apesar da vasta gama de conhecimentos adquiridos durante a formagao académica, durante o
estagio senti uma lacuna na minha formagao, especialmente na area regulamentar de Produtos

Cosméticos e DM’s.

Ao longo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas a abordagem das cadeiras
relacionadas com Produtos Cosméticos e DM’s nao nos possibilitam o contacto com a area
regulamentar destes produtos, resultando numa falta de conhecimentos que considero que

eram essenciais para que o meu desempenho durante o estagio.

CONCLUSAO

O estagio curricular representa o nosso primeiro contacto com a realidade profissional, e por
isso, a oportunidade de estagiar numa area distinta da Farmacia Comunitaria, na qual o
Farmacéutico desempenha também um papel fundamental, apresenta-se como uma mais-valia

para a nossa formagao como futuros Farmacéuticos.

Apesar de o Farmacéutico ser um profissional de salde capaz de se adaptar a qualquer situagao,
atualmente, olhando para o mundo profissional cada vez mais desafiante e competitivo, torna-

se crucial a nossa distingao, tanto a nivel profissional como a nivel formativo.

Como futura Farmacéutica, o meu estagio curricular na Pharmilab revelou-se um uma grande

oportunidade para a minha formagao, nao s6 pela aquisicio e desenvolvimento de novas
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competéncias, como também me proporcionou uma perspetiva diferente acerca de empresas

de consultoria no setor de Dispositivos Médicos e Produtos Cosméticos.

Deste modo, a minha formagao académica termina com uma visao alargada da atividade do

Farmacéutico na area da industria farmaceéutica.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABCAI — ATP-Binding Cassette Transporter Al

ABCGI — ATP-Binding Cassette Transporter G|

apoA-1 — Apolipoproteina A-1

CE — Colesterol Esterificado

CEPT — Proteina Transferidora de Esteres de Colesterol (Cholesterol Ester Transfer Protein)
CV — Cardiovascular

DCYV — Doengas Cardiovasculares

eNOS — Sintetase Endotelial do Oxido Nitrico (Endothelial Nitric Oxide Synthase)
HDL — Lipoproteinas de Alta Densidade (High-Density Lipoproteins)

HDL-C — Colesterol HDL

ICAM-| — Molécula de adesao intercelular (Intercellular Adhesion Molecule )
LCAT — Lecitina Colesterol Aciltransferase (Lecithin Colesteryl Acyltranferase)
LDL — Lipoproteinas de Baixa Densidade (Low-Density Lipoproteins)

LDLr — Recetor de LDL

M-CSF — Fator Estimulante de Colonias de Macréfagos (Macrophage Colony-Stimulating Factor)
miRNA — micro Acido Ribonucleico (micro Ribonucleic Acid)

mRNA — RNA mensageiro

nHDL — HDL nascente

NO — Oxido Nitrico (Nitric Oxide)

OMS - Organizagao Mundial de Salde

PAF-AH — Fator ativador de plaquetas (Platelet-activating factor-acetyl hydrolase)
PONI — Paraoxonase |

RCT — Transporte reverso de colesterol (Reverse Cholesterol Transport)

RISC — RNA-inducing silencing complex

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species)

SAA — Amiloide A sérica (Serum Amyloid A)
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SMC — Células Musculares Lisas (Smooth Muscular Cells)

SR-BI — Scavenger receptor Bl

SREBP — Sterol regulatory element-binding proteins

sRNA — small RNA

TG — Triglicerideos

VCAM-1| — Molécula de adesao celular vascular | (Vascular Cell Adhesion Molecule I)

VLDL — Lipoproteinas de muito baixa densidade (Very-Low Density Lipoproteins)
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I.INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) consistem num conjunto de doengas que englobam a
doenca arterial coronaria, insuficiéncia cardiaca, enfarte do miocardio e acidente vascular
cerebral (AVC). ("? Segundo a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) as DCV constituem a
principal causa de mortalidade e morbilidade nos paises desenvolvidos, estimando-se que 17,7
milhGes de pessoas morreram em 2015 como consequéncia de DCV, representando 31% da

mortalidade global. " A grande maioria das DCV é provocada pela aterosclerose.

A aterosclerose é uma doenga inflamatéria crénica da parede arterial. @ E caracterizada pela
acumulagao subendotelial de colesterol associado a lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e a
consequente formagao de ateromas, “* que sio placas, compostas essencialmente por tecido
fibroso e lipidos, que se vao acumulando no endotélio, conduzindo gradualmente a uma perda
da elasticidade da parede e a uma diminuigao do limen ou até mesmo a obstrugao total do

vaso. ©

A patogénese da formagao da placa aterosclerdtica consiste num processo multifatorial, no qual
as lipoproteinas de alta densidade (HDL) desempenham um papel fundamental, principalmente
na regressao e na prevengao da formagao da placa aterosclerotica, principalmente através da
sua atividade no transporte reverso de colesterol, ou seja, na remocgao do excesso de colesterol
dos tecidos periféricos, incluindo das células do espago subendotelial, e o seu transporte para
os hepatécitos. Deste modo, as HDL tém sido sugeridas como alvos terapéuticos promissores

devido a diversidade das suas acoes benéficas no contexto da aterosclerose.

Os miRNAs sao small RNAs nao codificantes, com aproximadamente 22 nucledtidos de
comprimento, que atuam na regulacao de genes a nivel pos-transcricional. Tem-se verificado
que os teores circulantes de miRNAs se encontram alterados em varios estados patologicos,
incluindo na aterosclerose. Uma vez que estes miRNAs controlam redes de genes envolvidas

num processo biologico, sao potenciais alvos terapéuticos, nomeadamente na aterosclerose.

A presente monografia tem como principal objetivo a abordagem das HDL e dos miRNAs como
alvos terapéuticos promissores da aterosclerose, com o foco nas principais fungoes das HDL e

dos miRNAs envolvidos na prevencao e na regressao da placa aterosclerotica.
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2. ATEROSCLEROSE: FISIOPATOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO DA PLACA ATEROSCLEROTICA

A aterosclerose representa uma doenga da parede das grandes e médias artérias, cuja patologia
subjacente é caracterizada por um processo inflamatorio cronico, que se manifesta em
determinados pontos da vasculatura, particularmente em locais onde ocorre perturbagao do
fluxo sanguineo. ®¢7

As artérias normais apresentam uma estrutura trilaminar bem desenvolvida: *®

I. A tunica intima, a camada mais interna, € constituida por um revestimento endotelial, o
subendotélio e uma camada externa, a lamina elastica interna, que a separa da tunica
média;

2. A tlnica média, a camada intermediaria, constituida essencialmente por células
musculares lisas (SMC) e fibras elasticas;

3. A tunica externa ou adventicia, a camada mais externa, composta fundamentalmente

por tecido conjuntivo e uma limina elastica externa.

Artéria ol
ni ndotélio
Tunica
intima Tecido conjuntivo
Lamina elastica
interna

Tunica )
média Célula muscular

lisa

Fibra elastica

Tunica
adventicia Lamina elastica

externa

Tecido
conijuntivo

Figura | — Secgao transversal de uma artéria. Adaptado de Encyclopaedia Britannica, Inc. (2008).

A aterogénese consiste na interagao complexa de fatores de risco com células sanguineas e da
parede arterial, na qual a inflamagao desempenha um papel importante em todas as etapas do

processo. ©
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A formagao da placa aterosclerdtica na camada interna ocorre fundamentalmente em trés

etapas progressivas: 7

|. Formagao de estrias gordas resultantes da acumulagao de células esponjosas na camada
intima, formadas a partir de macroéfagos ou SMC, que evolvem gradualmente em lesoes,
denominadas placas gordas;

2. Formagao da placa fibrosa, caracterizada pela proliferagao de SMC para a zona da intima
e pela formagao da capa fibrosa rica em colagénio que envolve um nucleo lipidico de
células esponjosas, e ainda pela acumulagao extracelular de colesterol esterificado (CE);

3. Ocorréncia da lesao avangada, que pode manifestar calcificagao, hemorragia, rutura e

trombose; é a lesao avangada que frequentemente esta subjacente ao evento clinico

7.8

agudo de oclusao arterial e que conduz a enfarte do miocardio ou AVC.

I 2 3 4 5
Artéria normal Disfun¢ao endotelial Formacgio da estria Formagao da placa Formagio da lesio
gorda fibrosa avangada

Figura 2 — Comparagao de uma artéria normal com as diferentes fases da formagao da placa aterosclerética.
Retirado e adaptado de http://www.istockphoto.com/pt/vetorial/atherosclerosis-formation-gm650222892- 1 18194823

O evento primario iniciador da aterosclerose consiste na acumulagio de LDL na matriz
subendotelial. Esta acumulagao é tanto maior quanto maiores os niveis de LDL em circulagao,
uma vez que tanto o transporte como a entrada de LDL para a intima se encontram
significativamente aumentados nestas condigoes, em particular nos locais mais propensos a

formacio da lesio. ¢'?

Estes locais consistem em areas de ramificagoes, bifurcagoes e curvaturas, ja que nestas regioes
ocorre uma perturbagao do fluxo sanguineo, caracterizada pela diminuigao do shear stress e/ou
pelo aumento na turbuléncia deste fluxo. Como consequéncia, ocorre a regulagao positiva, pelo
endotélio, da expressao de moléculas de adesao envolvidas no recrutamento de mondcitos e

de células T, e ainda um aumento da permeabilidade do endotélio. -7

Nestes locais, as LDL difundem passivamente através das jungoes das células endoteliais, e, uma
vez aprisionadas, sofrem modificagdes incluindo oxidagao, lipdlise, protedlise e agregagao. Tais

modificagdes contribuem para o estabelecimento de um processo inflamatorio, bem como para
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a formacgao de células esponjosas. A oxidagao lipidica, como resultado da exposicao das LDL a
produtos do metabolismo das células vasculares, nomeadamente a espécies reativas de oxigénio
(ROS), constitui uma das modificagoes com maior significado para a formagao precoce de lesoes

ateroscleroticas. '%

A acumulacao de LDL oxidadas na intima estimula as células endoteliais a produzir moléculas
pro-inflamatérias, como moléculas de adesao e fatores de crescimento, incluindo o fator
estimulante de coldnias de macrofagos (M-CSF), promovendo também o recrutamento de
monocitos e linfocitos T para o local, e a diferenciagio de monodcitos em macroéfagos. As LDL
oxidadas podem também inibir a producao de 6xido nitrico (NO) pelo endotélio, um mediador

quimico com muiltiplas propriedades anti-aterogénicas, como o seu efeito vasorrelaxante. !

As estrias gordas, as primeiras lesoes visiveis na parede arterial, sao formadas posteriormente
a disfuncao endotelial, na sequéncia da adesao de mondcitos circulantes as células endoteliais
(Figura 3). Estes monocitos migram, subsequentemente, em dire¢ao ao espago subendotelial em
resposta a fatores quimiotaticos produzidos localmente, onde se diferenciam em macrofagos.
Os macroéfagos captam as LDL oxidadas, que sao degradadas por endocitose. Estes macroéfagos,

quando carregados de lipidos no seu citoplasma, formam, entio, as células esponjosas. % '?

Monécito Linfécito

Plaguetas
\
\ \ |
Lipoproteinas de ; .
baixa densidade ~__ ~ Endotélio
(LDL) Células esponjosas
libertam o seu
|~ conteldo lipidico
~ Thunica intima
Macrofago —

SMC transformam-se

Lipoproteinas de em células esponjosas

baixa densidade —
(LDL) oxidadas

" Lamina elastica interna

— Tunica média

i P v "~ Células musculares
Macréf. A : . ~ lisas (SMC)
Uptake de LDL acrofagos  Células esponjosas Migragio Uptake de LDL
oxidadas pelos transforlmam-se libertam o seu de SMC  oxidadas pelas
macréfagos em células  ontendo lipidico SMC
esponjosas
Figura 3 - Formacao das células esponjosas na tunica intima da artéria. Retirado e adaptado de

http://www.istockphoto.com/pt/vetorial/fatty-streak-formation-in-the-artery-gm650222948- | 18194843

Estas células esponjosas, juntamente com os linfocitos T também recrutados da circulagao,

produzem e libertam citocinas proé-inflamatorias, quimiocinas, juntamente com outras moléculas
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reguladoras. Esta diversidade de mediadores inflamatérios promove a inflamagao localizada da
parede arterial, contribuindo para a progressao das lesGes ateroscleréticas. Como consequéncia
do processo inflamatério do ateroma inicial, as SMC migram da regiao média para a tunica
intima como resposta aos fatores secretados pelos mondcitos e macrofagos, onde acumulam
colesterol, dando também origem a células esponjosas derivadas de SMC. Estas células
proliferam e produzem uma matriz extracelular complexa, resultando na formagao da capa

fibrosa da lesio, composta por colagénio e SMC (Figura 4). ¢ 7819

Além da proliferagao celular, ocorre frequentemente morte celular nestas lesdes. A morte das
células esponjosas conduz a formagao de um nucleo tipico da placa aterosclerotica — um nucleo

necrotico rico em lipidos libertados para o espago extracelular, envolto pela capa fibrosa (Figura

4) (7,8, 10)

LDL Capa fibrosa

Nucleo Plaquetas

Monécito migra
para a tunica

/ Endotélio

Célula
esponjosa ) ;
| Thunica intima
LDL oxidadas ——— 44 , .
Células esponjosas
, libertam o seu contetido
Macrofago

| Uptake de LDL oxidadas
pelas SMC

Uptake de LDL " Lamina elastica interna

oxidadas pelos Tunica média

macrofagos
Migragao
A g B de SMC
Células esponjosas Células esponjosas Linfécito T Células esponjosas
derivadas de libertam o seu derivadas de SMC
macrofagos conteldo lipidico

Figura 4 — Formacio da placa fibrosa. Retirado e adaptado de http://www.istockphoto.com/pt/vetorial/stable-plaque-formation-
in-the-human-artery-gm650222918-118194833

Como consequéncia do aumento da lesao e da progressao da sua complexidade, ocorre o
estreitamento do vaso. O desenvolvimento de trombos capazes de obstruir o fluxo sanguineo
depende principalmente da composi¢ao e da vulnerabilidade da placa. As placas vulneraveis
apresentam geralmente um nucleo necrotico de grandes dimensoes, uma capa fibrosa fina e um
numero aumentado de células inflamatorias (Figura 5) nas regices onde mais comumente ocorre

a rutura: as regides em arco. ¢7'%

30



Parte C — MicroRNAs e HDLs: Alvos Promissores na Terapéutica das Doengas Cardiovasculares?

Eritrocito
Capa fibrosa Trombo
Monécito migra .
para a tlnica : { ) ) Flbrlna'
3 e . __~ Endotélio
- R~ 4
LDL ) . WY ) // Plaquetas
Célula & / » b _ Rutura das
esponjosa plaquetas
LDL oxidadas ——Q Tunica intima
—  Células esponjosas
Macroéfago libertam o seu contetido

__ Uptake de LDL oxidadas

Uptake de LDL pelas SMC

oxidadas pelos Lamina elastica interna
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Células esponjosas  Células esponjosas Linfécito T Células esponjosas
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Figura 5 — Lesao avancada de uma placa vulneravel. Retirado e adaptado de http://www.istockphoto.com/pt/vetorial/thrombus-
blood-clot-unstable-plaque-gm650222864-1 18194809

3. As HDL E 0 PAPEL NA PREVENCAO DAS DOENGCAS CARDIOVASCULARES

A composicao das HDL

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) consistem num grupo heterogéneo de particulas
discoides e esféricas. As HDL sao as lipoproteinas de menores dimensées (7-12 mm de
diametro) e as mais densas (1,063-1,25 g/ml), com o maior teor em proteina (30-70%) em

comparagao com outras fragoes lipoproteicas. ''"'¥

A estrutura das HDL consiste numa estrutura globular, cujo nicleo lipidico hidrofébico é
constituido principalmente por colesterol esterificado e uma pequena quantidade de
triglicerideos (TG) e colesterol livre, envolvido por uma camada externa de fosfolipidos,
colesterol livre e apolipoproteinas. ® ' ' A principal apolipoproteina estrutural das HDL,
apolipoproteina A-l (apoA-1), desempenha um papel chave na biogénese, no metabolismo

intravascular e na fungio destas lipoproteinas. !'"'* ')

As particulas HDL plasmaticas também servem como transportadores plasmaticos de varias

enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, incluindo a lecitina colesterol aciltransferase
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(LCAT), a proteina transferidora de ésteres de colesterol (CEPT), enzimas com atividades
antioxidantes tais como a paraoxonase | (PONI) e um fator de ativagao plaquetaria platelet-
activating factor-acetyl hydrolase (PAF-AH), também conhecido como fosfolipase A2 associada a
lipoproteinas. Além disto, transportam outras proteinas, incluindo multiplas copias de varios
miRNAs que podem ser entregues as células e tecidos onde exercem o seu potencial papel na
regulacio génica e na comunicagao intercelular, e ainda a amiloide A sérica (SAA) que

desempenha um papel importante na fase aguda da inflamacgio. %'?

As HDL e o transporte reverso de colesterol

As HDL sao importantes na prevengao das DCV, nomeadamente na prevencao da
aterosclerose, devido a sua agao protetora contra a formagao de placas ateroscleréticas em
particular através da remogao do excesso de colesterol dos macrofagos da intima das artérias,

ou seja, promovem o transporte reverso de colesterol (RCT). & '*!3 1519

A biossintese de HDL tem inicio no figado e intestino com a sintese de apoA-| pobre em lipidos
de forma discoide, seguida rapidamente da aquisicao de colesterol livre e fosfolipidos da
membrana celular nao sé dos hepatocitos como também de diferentes células de outros tecidos
através do efluxo de colesterol destas células, mediado por transporte ativo via ATP-binding
cassette transporter Al (ABCALI), levando a formagao de HDL nascente (nHDL ou prép-HDL)
(Figura 6). Na parede arterial, o transportador ABCAI juntamente com um segundo
transportador ABC, ABCGl, facilitam a lipidagao adicional das nHDL, tornando-as em particulas

HDL maiores e enriquecidas em colesterol. & '" !>

Posteriormente, a LCAT presente no plasma catalisa a esterificagao do colesterol livre disposto
na monocamada destas particulas, formando colesterol esterificado, que é hidrofébico e migra
para o interior das particulas, constituindo o nucleo das HDL. Esta esterificagao do colesterol
converte as HDL discoides em particulas progressivamente menos densas, maiores, e mais

esféricas, ou seja, em HDL maduras. ¢ '"'*'

Um destino destas particulas HDL maduras é serem seletivamente captadas pelo figado através
do scavenger receptor Bl (SR-BI) hepatico (Figura 6), onde o colesterol esterificado é excretado
apos hidrolise, como colesterol livre na bilis, ou como conjugado apés a conversao em acidos
biliares. Alternativamente, o colesterol esterificado das HDL pode ser transferido para
lipoproteinas contendo apoB, ou seja, as LDL e as lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), através da glicoproteina CEPT, em troca de triglicerideos. As VLDL e LDL sao

posteriormente captadas pelo figado através do recetor de LDL (LDLr). A agao da CEPT
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promove a reducao do tamanho das HDL e a formagao de HDLs pobres em lipidos, que podem
interagir com os transportadores ABC no ciclo seguinte e remover mais colesterol das células

dos tecidos periféricos, mantendo o ciclo do RCT. &3¢9

Figado e Intestino Corrente sanguinea Tecidos periféricos

Colesterol / *
livre

\_;/ Macréfago
ABCGI

LDLR

Figura 6 — Metabolismo do HDL-C e transporte reverso de colesterol. A apoA-| ¢é sintetizada tanto pelo figado
como pelo intestino e é secretada na sua forma livre de lipidos. A lipidagao da particula ocorre a partir da
aquisicao de fosfolipidos e de colesterol livre via ABCAI para formar HDL nascente. Estas HDL nascentes podem
captar mais quantidade de colesterol livre via ABCAI presente nos tecidos periféricos. As HDL maduras sao
formadas a partir das agoes da LCAT, que catalisa a esterificagao do colesterol livre. As HDL maduras interagem
com o ABCGI nos macrofagos, promovendo o efluxo de colesterol e a sua posterior entrega ao figado, via SR-
Bl. Alternativamente, a CEPT pode facilitar o transporte de colesterol esterificado das HDL para lipoproteinas
contendo apoB, tais como as VLDL e as LDL, que sdo subsequentemente captadas pelo figado. Adaptado. ('¢

Outras propriedades ateroprotetoras das HDL

Além da promociao do efluxo celular de colesterol e da consequente manutencao da
homeostase do colesterol extracelular, varios estudos recentes descobriram outras funcoes das
HDL que contribuem também para a sua capacidade de reduzirem o risco cardiovascular (CV)
(Tabela 1). De referir a sua atividade antioxidante, anti-inflamatodria, antitrombotica,
vasodilatadora, e ainda a capacidade de promover a reparagao endotelial e a angiogénese, o
aumento da func¢ao endotelial, a inibicao da proliferagao de células hematopoiéticas e a inibicao

da apoptose celular. ' '¢'9

As propriedades antioxidantes das proteinas major das HDL, apoA-1, bem como LCAT, PONI
e PAF-AH sao largamente reconhecidas, e como consequéncia, as HDL sao capazes de inibir a
modificagao oxidativa das LDL, reduzindo deste modo as propriedades aterogénicas destas

ultimas lipoproteinas. A atividade anti-inflamatéria das HDL deve-se também a inibicio da
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expressao de moléculas de adesao nas células endoteliais, reduzindo assim o recrutamento de

mondcitos da circulagio para a parede arterial. "7

Tabela | - Principais atividades ateroprotetoras das HDL

= Transporte reverso colesterol

= Atividade antioxidante

= Efeito anti-inflamatorio

= Agio antitrombotica

= Efeito vasodilatador

= Restauracao da fungao endotelial

= Promocgao da angiogénese

= Aumento da reparagao endotelial

= Inibicao da proliferacao de células hematopoiéticas

= Inibicao da apoptose

O efluxo de colesterol das células mediado pelos ABCAIl e ABCGI mostrou também regular
a proliferagao de células hematopoiéticas e suprimir a produgao de neutrofilos e mondcitos.
Além disto, este efluxo esta ainda associado a supressao da produgao de células inflamatorias,
citocinas e quimiocinas nas lesoes aterosclerdticas (Figura 7). Nos macroéfagos, este processo
de remogao de colesterol intracelular diminui a formagao de células esponjosas e a ativagao de
macrofagos, e, consequentemente, a expressao de citocinas que promove a produgao de
monocitos e neutrofilos na medula 6ssea e estimulam a infiltragdo de mondcitos nas placas

ateroscleroticas. *'7

As HDL podem também aumentar a reparagao e a fun¢iao endotelial através da promocao da
sintese endotelial de 6xido nitrico, um potente vasodilatador. Além disto, as HDL podem ainda
exercer uma agao antiapoptotica sobre o endotélio, envolvendo a ativagao da phosphoinositide
3-kinase (P13K)/Akt e a regulagao positiva da proteina reguladora da apoptose celular, a Bcl-2-

like protein |, também conhecida como reguladora da apopotose Bcl-X. ('
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Figura 7 — Potenciais atividades ateroproteras das HDL. As préB-HDL ligam-se ao ABCAI e iniciam o efluxo
de colesterol com a conversao de préB-HDL em aHDL. A LCAT catalisa a esterificagao do colesterol em CE
e a maturagao das HDL em HDL maduras ricas em CE, que transportam o colesterol até ao figado, ou trocam
o seu conteudo em CE por TG das lipoproteinas contendo apoB (VLDL e LDL). Deste modo, as HDL ao
promoverem o efluxo de colesterol dos macréfagos células esponjosas previnem a acumulagao excessiva de
colesterol e a secrecao de citocinas proé-inflamatorias pelos macrofagos, melhorando a inflamagao. As HDL
ativam a sintetase endotelial do 6xido nitrico (eNOS) para produzir NO, um potente vasodilatador, que
melhora a fungiao endotelial. Ao inibirem a expressao de moléculas de adesiao, como a molécula de adesao
intercelular (ICAM-I), a molécula de adesao celular vascular (VCAM-1), e a secregao de quimiocinas, as HDL
inibem a adesdo e a quimiotaxia de monodcitos. A ativagao do efluxo de colesterol pelas HDL via ABCAI e
ABCGI controla ainda a proliferagio de células hematopoiéticas. Adaptado. (")

4. As HDL coMO ALVO TERAPEUTICO

O fracasso das terapias recentes no aumento de HDL-C

Varios estudos epidemiologicos mostraram uma forte correlagao inversa entre o colesterol-
HDL (HDL-C) e o risco cardiovascular, sugerindo que os teores plasmaticos de HDL-C
constituiam fortes preditores de eventos cardiovasculares. De facto, teores de HDL-C
subnormais tém sido nao sé associados a uma maior incidéncia da doenca cardiaca coronaria,
mas também a uma progressao mais agressiva da doenca arterial coronaria e a um maior risco
de aterosclerose e de mortalidade por AVC isquémico. Estes dados conduziram a “Hipotese
do HDL-C” segundo a qual intervengoes terapéuticas que aumentassem os niveis de HDL-C
poderiam reduzir potencialmente a ocorréncia de eventos CV. Esta hipotese foi apoiada tanto
em evidéncias como em estudos clinicos que demonstravam a capacidade das HDL de
promoverem a regressao da aterosclerose quando os seus teores plasmaticos se encontravam

aumentados. ("' '+
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Inesperadamente, tentativas recentes de aumentar os teores de HDL-C através da
administragao de farmacos, tais como a niacina ou inibidores da CEPT, que atuam através da
diminuicao do catabolismo das HDL, falharam significativamente na regressio da placa
aterosclerotica e, mais importante, na redugao do risco de eventos CV, particularmente quando
combinados com estatinas. ('*'*'® ' Adicionalmente dados irrefutdveis provenientes de estudos
genéticos contra a hipdtese demonstraram que uma variante com perda de fungao no gene
LIPG, que codifica a enzima lipase G endotelial, estava associada a teores de HDL-C
significativamente elevados, mas tais teores nao apresentavam protecao significativa contra o

risco de enfarte de miocardio. (¢ '?

Estas descobertas levaram a hipotese de que a composi¢ao e a fungao das HDL sao mais
importantes do que a quantidade de HDL-C para os seus efeitos benéficos nas DCV. Assim, em
vez da medicao das concentragoes plasmaticas de HDL-C, tornam-se necessarias informagoes
diretas sobre a composicao e a fungao das HDL de modo a melhorar a avaliagao do risco de

DCv. ®

Existem, de facto, razoes plausiveis para os resultados desapontantes das terapias dirigidas ao

aumento dos teores plasmaticos de HDL-C:

(i) Os teores plasmaticos de HDL-C nao fornecem informagoes sobre o mecanismo do
fluxo de colesterol dos macrofagos dos tecidos periféricos em diregao ao figado, o qual
¢ influenciado por diversos fatores além da concentragao de HDL-C.

(i) O aumento do catabolismo das HDL (através do aumento da expressao hepatica de SR-
Bl) tem mostrado ser um regulador positivo do efluxo de colesterol dos macroéfagos e
células esponjosas, mesmo na presenga de teores drasticamente reduzidos de HDL-C.
No entanto, os inibidores da CEPT ou a niacina diminuem o catabolismo das HDL e,
embora a concentragao de HDL-C aumente, o efluxo de colesterol pode estar
inalterado ou até mesmo diminuido. Além disto, estudos recentes demonstraram que a
terapia combinada de estatinas com niacina nao melhorava a funcionalidade das HDL,
apesar do aumento significativo dos teores de HDL-C.

(iii) HA uma forte evidéncia de que a inflamag¢ao modifica profundamente a composicao,
estrutura e funcao das HDL em circulagao. A heterogeneidade funcional inerente as
HDL plasmaticas deve-se, em grande parte, a sua composicao diversificada. A deplegao
de fosfolipidos e o enriquecimento com proteinas pro-inflamatorias, como a proteina

amiloide A sérica, leva a formagao de HDL disfuncionais ou até mesmo pro-aterogénicas.
(15)
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O conceito de HDL (dis)funcionais

Ha aproximadamente duas décadas, uma equipa de investigadores reportou que as HDL anti-
inflamatérias eram convertidas em particulas pro-inflamatorias durante a resposta inflamatoria
de fase aguda. Esta descoberta levou a criagao do conceito de “indice inflamatério” para as
HDL, definido como a capacidade relativa das HDL para inibirem a quimiotaxia de mondcitos

14,17)

induzida por LDL oxidadas. ¢

A particula HDL pro-inflamatoéria foi caracterizada por possuir teores aumentados de SAA e
teores reduzidos de apoA-I, PONI e PAF-AH. Com base nos resultados de ensaios
experimentais, as HDL foram reportadas como “disfuncionais” em relagao a sua capacidade de
regressao da placa aterosclerética. Diferentes estudos demonstram que na auséncia da CEPT,
o colesterol esterificado das HDL nao pode ser transferido para lipoproteinas, como as VLDL

e as LDL, donde resulta aa formagao de HDLs com composigao e fungoes alteradas no RCT.

(14, 17)

Estes estudos demonstraram a necessidade de distinguir entre a perda de fungao e o “ganho”
de disfuncao. De facto, as HDL podem perder as suas propriedades anti-inflamatérias por
completo e adquirir atividades pré-inflamatoérias com ganho de disfuncao. Estudos subsequentes
revelaram que o grau de perda de fungao normal das HDL e o ganho de disfungao podem diferir

em relagao as diferentes atividades biologicas das HDL. ('

Uma vez que a funcionalidade das HDL se apresenta muito mais relevante para a protegao
contra a aterosclerose e para a regressao da placa aterosclerotica, tém sido desenvolvidos
estudos de modo a investigar quais os mecanismos moleculares que regulam os niveis
plasmaticos de HDL e as suas fungoes. Neste ambito, tem sido descrito que os miRNAs sao
potentes reguladores das vias génicas que controlam a biogénese de HDL, o efluxo de colesterol

e também o RCT. (¥

5. Os MICRORNAS E 0 METABOLISMO DAS HDL

Os microRNAs (miRNA ou miR) sao uma classe de small-RNAs (sRNA), de cadeia simples com
aproximadamente 22 nucle6tidos de comprimento, que regulam negativamente a expressao
génica. Os miRNA atuam através da ligacdo a regiao 3’ nao traduzida (UTR) de RNAs

mensageiros (MRNA) alvo, resultando na sua degradacio ou supressio da tradugio. ** ')

Os miRNAs sao normalmente transcritos no nlcleo pela RNA polimerase Il (Pol Il), de modo
idéntico aos mRNAs, e posteriormente processados pela Drosha, um complexo (RNase

[I1)/DGCRS, através da qual sao formados miRNA pre-maduros (pre-miRNA). Os pre-miRNA
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sao entao transportados para o citoplasma através da exportina-5, com consumo de ATP, onde
sao processados pela Dicer (uma endonucleasse especifica de miRNAs), resultando na
conversao em miRNAs de dupla cadeia, ou seja, em miRNAs maduros de 18-25 nucleétidos de
comprimento. Subsequentemente, os miRNAs maduros sao incorporados num complexo RISC
(RNA-inducing silencing complex), encontrando-se agora prontos para exercerem as suas fungoes
inibidoras, através da degradagao do mRNA alvo ou através da inibicao da sintese proteica

(Flgu ra 8) (2, 4,21, 23-25, 29)

m'Gppp—0- - RNA Pol Il

Drosha @
e, L--=AAAA
m7Gppp—O' '~ e NP~ = e (n)

Nucleus

Cytoplasm
Exportin 5—

Pre-miRNA @Dicer Figura 8 — Biogénese de miRNA. Os miRNA sao transcritos

pela RNA Pol Il e posteriormente processados pela Drosha,

formando pre-miRNAs que saem do nucleo, através

exportina-5 com consumo de ATP, em direcio ao

RIoe citoplasma. Aqui sao processados pela Dicer, originando

Mature RISC \——+ miRNAs maduros, de dupla cadeia, que sao posteriormente

incorporados no complexo RISC. Neste ponto os miRNA

encontram-se prontos para se ligarem ao mRNA alvo,

G exercendo as suas fungdes inibidoras através quer da

(,,, 0 —eT—"{JORF}-© e degradacio deste mRNA quer da inibicdo da sintese
proteica. Adaptado * %)

3
)

Os miRNAs encontram-se envolvidos na regulagao génica de varios processos biologicos, tais
como a resposta imunitaria e a diferenciagao celular, tendo sido demonstrado que mais de 60%
dos genes codificadores de proteinas sio regulados por miRNAs. Mais recentemente, foi
demonstrada a sua agao, particularmente, em processos subjacentes as DCV, como a

homeostase do colesterol, inflamacio e stress oxidativo. * '**")

De facto, varios estudos realizados nos Ultimos anos tém demonstrado que os miRNAs
controlam a expressao da grande maioria de genes associados ao metabolismo das HDL,

incluindo a regulagao dos transportadores ABCAI, ABCGI e do recetor SR-BI, entre outros.
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Estas descobertas sugerem que os miRNAs regulam a biogénese das HDL, o efluxo de colesterol
das células e a captagao das HDL pelo seu recetor no figado, controlando deste modo todas as

etapas do transporte reverso de colesterol. * '*2" 262

Como ja referido anteriormente, sabe-se ainda que as lipoproteinas, nomeadamente as HDL,
transportam miRNAs funcionais no plasma. Uma vez que tém sido detetados niveis alterados
de miRNAs em circulagao na sindrome coronaria aguda, insuficiéncia cardiaca, hipertensao,
AVC e noutras patologias vasculares, os miRNAs das HDL (HDL-miRNA) constituem uma nova

24 20-24.303)  ys0 de miRNAs extracelulares como

classe de biomarcadores para as DCV. ¢
biomarcadores apresenta varios beneficios, como a facilidade de recolha de amostras de modo
nao invasivo, uma vez que se encontram em todos os fluidos biologicos, os miRNAs apresentam
uma estabilidade elevada e um tempo de meia-vida relativamente elevado nas amostras
recolhidas e, ainda, uma especificidade elevada para as sondas ja disponiveis. ** Além disto, foi

descrito que as HDL transportam os miRNAs até as células recetoras, onde regulam a

expressao génica, incluindo a expressao de moléculas de adesido pelas células endoteliais.

(2, 20-22, 30-32)

Assim, os miRNAs constituem mediadores bioativos da comunicagao intercelular e representam

novos alvos terapéuticos e novas estratégias terapéuticas para prevenir e tratar as DCV. ¢

Como referido anteriormente, varios estudos tém demonstrado que os miRNAs atuam como
reguladores criticos da biogénese de HDL e do efluxo de colesterol, controlando deste modo
os teores plasmaticos de HDL-C e o transporte reverso de colesterol, através do qual o
excesso de colesterol celular é removido dos tecidos periféricos e transportado em dire¢ao ao

figado, onde é excretado. *>* '*2"

As HDL nascente sao formadas no figado através do efluxo de colesterol e de fosfolipidos dos
hepatdcitos para a formagao de apoA-l pobres em lipidos. O transportador ABCAI na
membrana plasmatica desempenha um papel critico neste processo, uma vez que controla o

efluxo de colesterol celular para as apoA-|. & '%%29

Recentemente, foram identificados varios miRNAs que tém como alvo o ABCA e, deste modo,
regulam os teores plasmaticos de HDL-C, incluindo miR-33, miR-758, miR-26, miR-106, miR-
144, miR-121-le miR-148a. Assim, estes miRNAs atuam através da reducao do efluxo de
colesterol para as apoA-I, e a sua inibicao tem sido reportada como uma estratégia para
aumentar esse efluxo. De facto, a inibicao dos miR-33, miR144, miR-128 e miR-148a em ratos
ou macacos tem demonstrado originar o aumento significativo dos teores plasmaticos de HDL-

C.®19.21.24.26) Ectes teores sio também regulados através da clearance hepatica do colesterol

39



Parte C — MicroRNAs e HDLs: Alvos Promissores na Terapéutica das Doengas Cardiovasculares?

das HDL via SR-BI, que tem sido identificado como alvo dos miR-223, miR-455-5p, miR-96, miR-
185 e miR-125a. * '

A relevancia da familia miR-33

A familia miR-33 é constituida por dois membros, o miR-33a e miR-33b, que diferem em apenas
2 nucledtidos na sua forma madura. Desta forma, prevé-se que os miR-33a e miR-33b tenham

como alvo um subconjunto de genes semelhante. ('* 29

Os miR-33a e miR-33b foram os primeiros a serem descobertos, mostrando-se intrigantes
devido ao seu contexto genomico: os miR-33a e miR-33b encontram-se incorporados nas
regioes intronicas dos genes SREBR2 e SREBFI que codificam, respetivamente, os fatores de
transcrigado SREBP2 e SREBPI (sterol regulatory element-binding proteins), que controlam a
expressao de genes envolvidos na sintese de colesterol e acidos gordos. O facto de os miR-33a
e b serem co-transcritos com o respetivo gene onde estao inseridos sugere que estes miRNAs
regulam a homeostase lipidica juntamente com estes genes. Portanto, a transcrigao de SREBF/
e SREBF2 também resulta na expressao de miR-33a/b, cooperando no balango dos teores
celulares de lipidos através da repressao de genes que se opoem as fungdes dos SREBP, como

por exemplo, os genes envolvidos no efluxo de colesterol e na oxidagio de 4cidos gordos. **

19, 21)

A grande importancia dos miR-33 na regulagao da homeostase do colesterol estd associada a
forte repressao do mRNA do transportador ABCA| como resultado da sobre-expressao
destes miRNAs em varias células, em particular nos hepatocitos e macréfagos. Embora o papel
dos ABCAI no figado seja essencial para a biogénese de HDL, a expressao de ABCAI nos
macrofagos € também critica para o transporte reverso de colesterol. Recentemente, foi
reportado que a sobre-expressao de miR-33 nos macroéfagos reduzia a expressao de ABCAI (e
de ABCGI em ratos, mas nao humanos) e, deste modo, o efluxo de colesterol mediado por
apoA-| encontrava-se diminuido. Por outro lado, verificou-se que a inibicao dos miR-33
endégenos nos macrofagos aumentava a expressao destes transportadores ABC e
consequentemente o efluxo de colesterol dos macrofagos/células esponjosas para as apoA-| e

HDLs, tendo sido destacada a importincia do miR-33 neste processo. ** '*2)

De facto, o tratamento de macacos e murganhos com anti-miR-33 originou o aumento da
expressao de ABCA| e dos teores plasmaticos de HDL-C e apoA-1, demonstrando o seu efeito
ateroprotetor. Mais importante, as HDL isoladas dos macacos tratados com anti-miR-33

mostraram conservar as suas propriedades anti-inflamatorias, particularmente a capacidade de
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promover o efluxo de colesterol dos macréfagos e de proteger as células endoteliais da

inflamacio induzida por citocinas. ** '*2)

A destacar, ainda, noutro estudo com murganhos, a inibicao antisense de miR-33a levou a
regressao da placa aterosclerotica através da promogao do transporte reverso de colesterol. A
promogao deste processo foi conseguida de duas maneiras: através do aumento direto da
biogénese de HDL e através do aumento da capacidade de efluxo de colesterol nos macroéfagos
e células esponjosas presentes na placa, resultando numa diminui¢ao da acumulagao lipidica nas
areas ateroscleroticas. Além disto, o aumento dos niveis de HDLs funcionais também contribuiu
para a reducio da progressio da placa aterosclerética. * * ' 2V Por outro lado, existem
evidéncias de que a inibicao do miR-33 leva a diminuicao da hepatotoxicidade associada ao
tratamento com sinvastatina, sugerindo que a terapia combinada entre miR-33 e estatinas

podera ser benéfica. *

Embora estes estudos pré-clinicos sejam encorajadores, foi observado o desenvolvimento de
obesidade e esteatose hepatica em murganhos deficientes em miR-33a. Alias, foi demonstrado
que a inibicao crénica de miR-33a por oligonucleétidos antisense aumentou a expressao de
genes envolvidos na sintese de acidos gordos. Assim, o potencial efeito adverso observado, a
hepatoesteatose, em consequéncia da terapia com anti-miR-33 torna-se num obstaculo critico

420 Deste modo, permanecem ainda varias questdes

a aplicagao desta terapia em humanos.
por clarificar, nomeadamente, quais os efeitos da supressao do miR-33, quais os mecanismos
compensatorios adjacentes que podem ser ativados durante a inibicao deste miRNA, isto é, a
regulacao positiva por outros miRNAs cujo alvo seja também o ABCAI. Estes fatores devem
ser tidos em consideragao, bem como a seguranga sistémica da terapia e a vectorizagao dos

miRNAs para as células ou tecidos de modo a que se consiga um efeito benéfico maior. (29

Apesar disto, a capacidade dos miRNAs de regularem mdltiplos genes torna-os alvos
terapéuticos atraentes, e, sendo a terapia baseada na manipulagio de miRNA bastante
promissora, uma vez que estes atuam de modo complexo e em varias etapas da doenga. Na
aterosclerose, em particular, a inibicao de miR-33 vai atuar em varias etapas do transporte
reverso de colesterol, aumentando a biogénese de HDL, o efluxo de colesterol dos macrofagos
da placa e a excregao hepatica de colesterol, sendo, deste modo, considerada uma terapia

potencialmente promissora. ®* 2" 22
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6. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS BASEADAS NA MANIPULACAO DE MIRNAS

As estratégias terapéuticas baseadas em miRNAs podem ser divididas em duas categorias: a
inibicao (ou bloqueio) de miRNAs de modo a reduzir a expressao de miRNAs sobre-expressos
num processo patolégico, e a reposicao de miRNAs cuja expressao se encontra reprimida

associada a uma patologia (Figura 9). **
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Figura 9 — Estratégias de manipulagio de miRNAs. A modificagao dos miRNAs pode ser conseguida através de
varias estratégias. As linhas a azul indicam os métodos que diminuem a expressao do gene alvo e as linhas a
vermelho as abordagens que aumentam a sua expressao. A. Inibicio de miRNAs com antagomiRs ou antimiRs; B.
Inibicao especifica com blockmiRs; C. Inibicao de miRNAs com “esponjas”; D. Reposicao de miRNA com
mimetizadores. Adaptado. ¥

Inibicao da funcao de miRNAs

As estratégias atuais para inibir miRNAs incluem o uso de inibidores de miRNA e de “esponjas”
de miRNA. Um inibidor de miRNA ideal necessita de ter varias fungoes, incluindo alta afinidade
para o gene alvo, baixa toxicidade, elevada especificidade, resisténcia as endonucleases e baixo

custo de sintese. 2029
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Oligonucleétidos antisense

Os inibidores de miRNA sao oligonucleétidos antisense modificados quimicamente (ASOs) que
se apresentam complementares ao miRNA maduro. Atualmente, ja foram sintetizados varios
anti-miRNAs, designadamente antagomiRs, cujo alvo € um unico miRNA conjugado com
colesterol; antimiRs, cujo alvo é um Unico miRNA; e pequenos antimiRs, cujo alvo sao familias
de miRNAs. Estes ASOs conseguem reduzir os niveis de miRNAs expressos de um modo

patolégico. *29

A farmacodinamica e farmacocinética dos ASOs tém sido melhoradas através de modificagoes
quimicas, sendo as mais comuns 2’-O-methoxyethyl (2’-MOE), 2’-O-methyl ribose-modified RNA
(2’-OMe), 2’-fluoro (2’-F) e locked nuclei acid (LNA). A inibicao dos miR-33a/b em macacos,
através da administracao de um oligonucleotido antisense (2-F/MOE-modified phosphorothioate-
backbone-modified antisense) originou o aumento da expressao hepatica do transportador
ABCAI e o subsequente aumento os teores plasmaticos de HDL-C apds 12 semanas. ® Em
particular, a adicao de LNAs aos ASOs demonstrou aumentar a sua especificidade de ligagao
aos miRNAs alvo. Os LNAs deram origem a tiny LNAs, com 7-8 nucleétidos de comprimento,
caracterizados pela sua capacidade de inibirem simultaneamente uma familia de miRNAs,
enquanto que os antagomiRs apenas sao capazes de inibir individualmente os miRNAs alvo.
Recentemente, foi demonstrado que a inibigao farmacologica da familia miR-33 por um antimiR
LNA de 8 monémeros modificado administrado subcutaneamente em primatas nao-humanos
obesos e insulino-resistentes provocou a inibicao repressao da expressao dos alvos do miR-33,

tais como o transportador ABCAI, donde resultou o aumento dos teores plasmaticos de HDL-
C. 4192

Recentemente, foi desenvolvido um outro tipo de inibidor de miRNAs, referidos como
blockmiRs, cujo alvo € o local de ligagao do miRNA de um gene alvo especifico. Ou seja, ligam-
se a uma regiao especifica de um gene especifico, a qual o miRNA se ligaria, bloqueando assim
a sua agao. A caracteristica Unica dos blockmiRs é que bloqueia a ligagao do miRNA a um mRNA

especifico, permitindo que o mesmo miRNA regule outros genes alvo. 29

“Esponjas”’ de miRNA

As “esponjas” de miRNA caracterizam-se como inibidores competitivos para a ligagao de
miRNAs ao mRNA alvo, uma vez que apresentam multiplos locais de ligagao a miRNAs,

impedindo deste modo que se liguem ao mRNA, &*2)
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Esta tecnologia utiliza principalmente vetores virais para a transferéncia direcionada de miRNA
sponges em células alvo, podendo também ser usados sistemas nao-virais, como lipossomas,

polissacaridos e polimeros artificiais. **2”

Reposicao dos niveis de miRNA

Embora nos ultimos anos o principal foco da terapia baseada em miRNAs tenha caido sobre a
inibicao de MiRNAs sobre-expressos associados a uma patologia, varias estratégias bem-
sucedidas tém sido utilizadas para expressar miRNAs sob-expressos ou até mesmo silenciados
de células ou tecidos. Os niveis de miRNAs podem ser repostos principalmente através do uso
de mimetizadores de miRNAs baseados em oligonucledtidos, que consistem em

oligonicleétidos sintéticos de dupla cadeia que se assemelham aos pre-miRNA. **202)

7. CONCLUSAO

Os estudos e trabalhos realizados nas ultimas décadas destacam o papel proeminente dos
miRNA na regulagao da homeostase do colesterol, particularmente, na regulagao do
metabolismo das HDL. Estes estudos demonstram o papel crucial dos miRNAs na regulagao
pos-transcricional da expressao do transportador ABCAIl e também de mdltiplos genes
envolvidos na biogénese de HDL, do efluxo de colesterol das células, controlando deste modo

todas as etapas do transporte reverso de colesterol. ¢ "3

Apesar dos ainda, relativamente, poucos conhecimentos acerca dos miRNAs envolvidos no
metabolismo lipidico e na aterosclerose, existe atualmente um enorme interesse neste tema e
uma enorme oportunidade para o seu desenvolvimento; alids, ja se encontram em

desenvolvimento varios estudos clinicos com inibidores e mimetizadores de miRNAs. ?% 3V

De facto, a capacidade singular dos miRNAs de inibirem uma vasta rede de genes envolvidos
muitas vezes em patologias complexas, como é o caso da aterosclerose, oferece uma estratégia
Unica para o tratamento destas doengas através da modulagao desses mesmos genes. Apesar
destas caracteristicas entusiasmantes, o facto de os miRNAs apresentarem como alvo varios
genes, potencia a ocorréncia de efeitos adversos como consequéncia da sua agao sobre outros
genes que nao sao do interesse no contexto do tratamento da doenca. Deste modo, sao ainda

necessarios estudos adicionais, principalmente sobre a seguranca sistémica desta terapia. **"

Por outro lado, varios estudos demonstram que as lipoproteinas, nomeadamente as HDL e as
LDL, transferem miRNAs para as células dos tecidos periféricos, onde podem exercer a sua

funcao inibidora da expressao de determinados genes, constituindo uma forma de comunicagao
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intercelular. De referir que tais miRNAs associados a estas lipoproteinas podem-se encontrar
significativamente alterados em varios estados patoldgicos, incluindo nas DCV, o que torna os

miRNAs potenciais biomarcadores e/ou alvos terapéuticos para estas doencas.

Uma vez que a familia miR-33 tem como alvos varios genes chave que regulam nao s6 o
metabolismo das HDL, a sua fungao e o efluxo celular de colesterol, a inibicao deste subconjunto
de RNAs nao codificantes representa uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento

da aterosclerose. *2%3"

Deste modo, novas estratégias terapéuticas que explorem o silenciamento de genes dependente

de miRNAs oferecem um novo e promissor futuro para a terapia das DCV. *3"
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