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Introducao ao Documento Unico

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas na Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra segue um plano de estudos com a duracao de |0 semestres, 9 dos
quais de formacgao tedrica, pratica e teodrico-pratica em areas multidisciplinares de atividade
farmacéutica, culminando na realizagao do Estagio Curricular, que constitui o ultimo semestre

do plano de estudos.

A unidade “Estagio Curricular” é assim constituida pela realizagdo de uma monografia
sob orientagao interna, no meu caso do Professor Doutor José Barata Antunes Custodio, e
pela realizacao de um ou mais estagios, sob orientagao externa, em farmacia comunitaria e
outras areas de atividade farmacéutica, de forma a completar o numero de horas de formagao

necessarias.

Neste sentido, o seguinte Documento esta subdividido em dois capitulos, o primeiro
referente ao relatorio de estagio curricular em farmacia comunitaria, e o segundo referente a
monografia intitulada “A Disfun¢ao Mitocondrial no Desenvolvimento da Aterosclerose”. O
relatorio é constituido por uma Analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats)
das atividades desenvolvidas e pela apresentagao de dois casos praticos. A monografia, por sua
vez, representa um trabalho de pesquisa sobre uma doenga com alta taxa de mortalidade, a
Aterosclerose, relacionando-a a disfungao do organelo central do metabolismo celular, a

Mitocondria.
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Capitulo |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia de Fervenca




Abreviaturas

COE

FF

MICF

PUV

SWAT

Contracegao Oral de Emergéncia

Farmacia de Fervenca
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Preparagoes de uso Veterinario

Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats



l. Introducao

Ser Farmacéutico na conjuntura atual constitui um desafio e uma responsabilidade
acrescida perante a nova realidade provocada pela pandemia COVID-19, que alterou o modus
operandi da profissao e criou habitos e rotinas, realgando a capacidade de adaptagiao da

profissao farmacéutica e o papel de primeira linha do farmacéutico junto da populagao.

A sua atividade remonta ao século XV, época em que estes se denominavam boticarios,
e as suas fungoes centravam-se na preparagao oficinal de medicamentos ou substancias
medicamentosas, razao pela qual as farmacias eram denominadas Farmacias de Oficina,
designagao mais tarde alterada para Farmacia Comunitaria, com a atividade centrada cada vez
mais no cidadio e na prestagao de servicos de apoio a comunidade (Ordem dos

Farmacéuticos, 2020).

Ao longo dos anos o papel do farmacéutico como agente de Saude Publica tem vindo
a revelar-se determinante, tendo este uma posigao privilegiada para contribuir em areas como
a gestao da terapéutica, administracao de medicamentos, identificagdo de pessoas em risco,
detecao precoce de diversas doengas e promogao de estilos de vida mais saudaveis. Em suma,
o farmacéutico é um profissional de saide que se diferencia pela preparagao académica na
area do medicamento, realizando servicos de diferentes graus de complexidade, mas todos

eles com elevado valor na saude da populagao (Ordem dos Farmacéuticos, 2020).

Neste seguimento, o presente relatorio representa uma analise retrospetiva e critica
da realizagao do estagio na Farmacia de Fervenca (FF), do ponto de vista de um farmacéutico
estagiario, onde serao avaliados os pontos fortes (Strengths) e os pontos fracos ( Weaknesses),
bem como as oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats) que considerei mais
expressivas, e que definiram a minha evolugao tanto a nivel profissional, como a nivel pessoal,
no decorrer do estagio. Por ultimo, sao também apresentados dois casos praticos
representativos da importancia do farmacéutico junto da comunidade e do seu papel ativo na

seguranga e bem-estar da salde do utente.



2. Farmacia de Fervenca

A Farmacia de Fervenca (FF) esta situada na freguesia de fervenga, concelho de
Celorico de Basto, numa area de confluéncia de concelhos, proximo de uma extensao do
Centro de Saude de Celorico de Basto, da Escola Basica e Integrada da Mota e outros servigos

essenciais responsaveis pela grande afluéncia de utentes a farmacia.

Apesar de localizada num meio essencialmente rural, a farmacia abrange uma érea
populacional elevada e dispoem de excelentes instalagoes, bem como de uma equipa jovem e
dinamica, constituida pela Dra. Técnica Ana Medeiros, pela Dra. Patricia Teixeira e pelas

Técnicas de Farmacia Alexandrina Oliveira, Adriana e Patricia Marinho.

3. O estagio

No primeiro dia de estagio fui formalmente recebido pela Dra. Patricia Teixeira, a
minha orientadora de estagio, que me apresentou a farmacia e a organizagao da mesma,
tragando uma ordem cronologica de fungoes que iria desempenhar ao longo do estagio, de

forma a facilitar o processo de adaptagao e o assimilar dos diferentes contetdos.

Inicialmente comecei pelas atividades de back-office, nomeadamente o
aprovisionamento, com a rececao de encomendas, a colocagao dos medicamentos nas devidas
gavetas, verificagdo de stocks e validades, a separagio de “produtos pagos” e “produtos
reservados”, devolucoes aos distribuidores, bem como a arrumacio do armazém e dos
lineares que era necessario realizar diariamente devido a grande quantidade de medicamentos

e produtos de salde rececionados.

A medida que me ia familiarizado com a dinimica e o funcionamento da farmacia,
comecei a assistir a alguns atendimentos ao balcao, de forma a presenciar diferentes tipos de
aconselhamento farmacéutico, a abordagem personalizada ao utente, os diferentes tipos de

. ;. T . . .e ~ . ®
receitas (eletronicas, desmaterializadas e manuais), assim como a utilizagao do Sifarma®™ na
modalidade de Atendimento. Participei também em varias a¢oes de formagao, tanto online
como presencialmente, especialmente a nivel da cosmética, que complementaram a minha
formacao, e realizei alguns dos servigcos disponibilizados pela farmacia, como a medigao da

pressao arterial, colesterolémia e glicémia.

Simultaneamente com todas estas tarefas, numa fase ja mais avangada do estagio,

comecei a realizar atendimento ao utente, que constituiu a fase mais motivante do meu estagio,
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nao so6 pela aplicagao pratica do conhecimento adquirido ao longo do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas, mas pela comunicagao com o utente e o sentido de responsabilidade

que advém de cada aconselhamento realizado.

4. Analise SWOT

A andlise SWAT, Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats, consiste numa
avaliagao criteriosa e empirica, assente em pontos positivos e negativos que influenciaram o
conhecimento e as capacidades adquiridas durante o decorrer do estagio. Esta andlise é feita
a dois niveis, interno e externo. Internamente serao abordados os pontos que contribuiram
para o bom funcionamento do estagio (Pontos Fortes) e os que de alguma forma dificultaram
ou prejudicaram e constituem fragilidades (Pontos Fracos). Externamente serao avaliadas os
fatores que impulsionaram o meu crescimento profissional (Oportunidades) e os que se

opuseram, e constituiram obstaculos durante a realizagao do estagio (Ameagas).

4.1 Pontos Fortes - Strenghts

Localizacao e Publico alvo

Apesar de localizada num meio essencialmente rural, a FF encontra-se numa posicao
estratégica, que abrange populagao provenientes de varios concelhos, e é responsavel pela

grande afluéncia de utentes a farmacia.

No meu ponto de vista foi um grande vantagem para o estagio a nivel de atendimento,
nao so pela heterogeneidade de utentes e abordagens realizadas, mas também pela diversidade

no receituario e no aconselhamento ao utente.

Equipa e ambiente de trabalho

A FF possui uma equipa jovem e dinamica, muito organizada, responsavel e em
constante inovagao, que esta presente em varias redes sociais onde realizam varias campanhas

que atraem clientes a farmacia e possui um local de vendas online.



O facto de ser uma equipa jovem e empenhada contribuiu para a minha adaptagao, nao
so pela facilidade em me identificar com a equipa, mas também pela disponibilidade e abertura

para responder as minhas duvidas e proporcionar a minha aprendizagem.

Foi extremamente importante a posigao que detinham em relagao aos estagiarios, pois
sentia-me parte da equipa e ndo um estagiario, o que fomentou a minha confianga, autonomia

e o sentido de responsabilidade, que sem duvida constituiram pontos positivos.

Prestaciao de Servicos Farmacéuticos

No decorrer do estagio realizado tive a oportunidade de participar em varios dos
servicos prestados pela farmacia, entre eles o apoio domiciliario, com a entrega de
medicamentos ao domicilio e a lares de idosos, preparagao individualizada de medicamentos,
medicao de parametros fisicos e bioquimicos, tais como a medigao da pressao arterial, glicémia

e colesterolémia, e ainda a preparagao de medicamentos manipulados.

Do ponto de vista profissional foram experiéncias enriquecedoras, uma vez que me
permitiram adquirir competéncias a nivel do funcionamento de equipamentos, mas também
pelo contacto proximo com o utente, ainda que sobre fortes restricoes devido a pandemia, e
pela facilidade de comunicagao ao utente que ia desenvolvendo, ao intervir em certas situagoes

para dar o melhor aconselhamento possivel.

Desenvolvimento de Competéncias Sociais

O contacto com o publico, nomeadamente pelo atendimento ao balcao proporcionou-
me o desenvolvimento nao s6 competéncias comunicativas, mas também de varias aptidoes e

competéncias sociais.

A gestao de conflitos e a capacidade de ouvir e interpretar o utente foram sem davida
dois pilares importantissimos que desenvolvi ao longo estagio, que juntamente com o trabalho
de equipa, a comunicagao e o relacionamento interpessoal formam um leque de competéncias
importantes para a profissao farmacéutica e para a sua posicao na sociedade enquanto

profissional de saude.



4.2 Pontos Fracos — Weaknesses

Dificuldade em associar principios ativos aos nomes comerciais

Durante o percurso académico nao mencionamos nomes comerciais de
medicamentos, mas sim os farmacos que os constituem, o que considero uma dificuldade extra
para a realizacao do estagio em farmacia comunitaria. InUmeras vezes os utentes questionavam
em relagdo ao nome comercial de um medicamento, o que constituia uma dificuldade,
principalmente nos primeiros atendimentos ao publico, dado ao desconhecimento e fraca
familiarizagao com estes nomes. Contudo, senti que este problema foi minimizando ao longo
do estagio pelo contacto recorrente com estes medicamentos, tanto no aprovisionamento,

como na dispensa dos mesmos.

Lacunas de conhecimento na formac¢ao académica

Inserido num meio essencialmente rural, em que a agropecuaria representa o setor de
maior atividade, obriga a FF dispor de uma gama alargada de medicamentos e produtos de uso

veterinario para responder as necessidades da populagao.

Apesar de constar no plano de estudos do MICF uma unidade curricular de
preparagoes de uso veterinario (PUV), considero uma lacuna de conhecimento na formagao
académica, devido a falta de uma componente pratica para auxiliar no atendimento ao publico.
De forma a colmatar esta ameaga recorri varias vezes ao médico veterinario que presta servigo
a farmacia, de forma a nao prejudicar a qualidade do atendimento prestado e a dar o melhor

aconselhamento possivel.

4.3 Oportunidades — Opportunities
Formacao da equipa

A formagao continua do farmacéutico é uma obrigagao contemplada no artigo n.°12
do Codigo Deontoldgico da Ordem dos Farmacéuticos, onde consta que o farmacéutico deve
manter atualizadas as suas capacidades técnicas e cientificas no sentido de melhorar e
aperfeicoar constantemente a sua atividade, por forma a que possa desempenhar

conscientemente as suas obrigacoes profissionais perante a sociedade.



Desta forma, a FF preza por manter a sua equipa atualizada e muitas foram as
formacgoes que assisti ao longo do estagio, especialmente a nivel da cosmética, respondendo a
variedade de marcas e produtos que a farmacia possui e ao aconselhamento adequado ao
utente. Constituiram assim uma mais-valia na minha formagao, complementando o
conhecimento adquirido durante o curso e contribuindo para a assertividade e confianga

necessaria durante um atendimento ao publico.

Metodologia Kaizen

A metodologia Kaizen, segundo o Kaizen institute significa “melhoria continua” e resulta
das palavras “Kai”, mudar e “Zen”, melhor. Esta metodologia é uma ferramenta para inovagao,
exceléncia, crescimento e rentabilidade, constituindo um pilar importante da estratégia

competitiva de longo prazo de uma organizagao (Kaizen Institute Portugal, 2020).

Com o intuito de obter a melhor organizagao e rentabilidade possivel, esta
metodologia fez parte da realidade do meu estagio, onde foi importante na definicao das
tarefas a realizar, bem como na organizagao, maior motivagao e gestao da farmacia. Todo o
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processo de recegao de encomendas, com a separagao dos “produtos pagos”, “produtos
reservados”, ou “produtos para devolugao” faziam parte desta organizagao, assim como a

definicao de areas especificas para a colocagao destes produtos.

Estes processos constituiam uma estratégia importante no desenrolar das atividades
diarias da farmacia, permitindo-me adquirir rotinas e estimular o trabalho de equipa,
rentabilizando o tempo necessario para cada tarefa e facilitando a comunicagao entre os

membros da equipa.

4.4 Ameacas - Threats

Pandemia COVID-19

O facto de estarmos perante uma pandemia mundial prejudicou de forma significativa
o meu estagio. O contacto com utente ficou prejudicado, nao s6 pelo uso de mascara que
muitas vezes dificultava a comunicagao, especialmente em utentes com dificuldade de audigao
e mais idosos, mas também pelo distanciamento social e a necessidade de adogao de um plano
de contingéncia que impedia a permanéncia de mais de quatro pessoas no interior da farmacia,

desinfecao obrigatéria das maos, delimitagao de zonas de circulagio e impedimento da
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devolugoes de produtos, o que muitas vezes nao era bem aceite pelos utentes e constituia

uma situagao dificil de gerir.

Falhas durante implementacdao do novo sistema informatico

A FF utiliza o sistema informético Sifarma® concebido pela Gllint que se encontra
atualmente em atualizagao para originar uma nova versao melhorada e simplificada, em especial
na modalidade de atendimento. O facto de a farmacia utilizar a versao antiga em simultaneo
com a nova versao constitui uma ameaga dada a morosidade de processamento e o tempo
despendido em cada atendimento. Outra dificuldade prendia-se com facto de ser necessario
selecionar a versao a utilizar consoante o atendimento a realizar, isto porque a nova versao
nao permitia “vendas suspensas” e a “crédito”, obrigando muitas vezes a utilizagao dos dois

sistemas em simultaneo e a indugao de erros no atendimento.

5. Casos Praticos

No decorrer do meu estigio deparei-me com situagoes diferentes, onde pude
constatar que o farmacéutico é um profissional de salde de confianga e extrema importancia
junto da populagao. O farmacéutico tem inumeras responsabilidades para com a salde e o
bem-estar do doente, devendo promover o direito de acesso a um tratamento com qualidade,
eficacia e seguranca, fomentando o uso racional de medicamentos, com a informagao correta
sobre a sua utilizagao e o recurso a medidas nao farmacolégicas sempre que possivel, dispensar
ao doente o medicamento em cumprimento da prescricao médica ou que me melhor satisfaga
as relagoes beneficio/risco e beneficio/custo, bem como assegurar a maxima qualidade dos
servigos que presta, em harmonia com as boas praticas de farmacia (Codigo Deontoldgico da
Ordem dos Farmacéuticos). Neste seguimento, apresento dois dos casos em que intervim

enquanto farmacéutico estagiario.

Contracecao Oral de Emergéncia

Enquanto estava no atendimento ao balcao, uma jovem adolescente abordou-me
acerca da contracecao oral de emergéncia (COE), pedindo-me que lhe solicitasse a pilula do

dia seguinte. Na tentativa de perceber a razao pela qual a jovem necessitava da COE e se



realmente seria adequado, iniciei uma conversa com a mulher fazendo-lhe algumas questoes.
Primeiramente perguntei-lhe se houve de facto uma relagao sexual desprotegida e ha quanto
tempo ocorreu para saber se seria adequado a dispensa de ellaOne® (30mg de acetato de
ulipristal), a unica COE disponivel naquele momento na farmacia, que é eficaz até 120h apos a
relagao sexual desprotegida. Obtendo uma resposta positiva, comecei entao por lhe explicar
o ciclo menstrual, para entender se a relagao teria ocorrido no periodo fértil, ou seja, entre
o décimo e décimo oitavo dia apods o inicio da menstruagao. De seguida questionei-a acerca
de possiveis problemas de saude, tal como problemas hepaticos ou de ma absorgao, no qual
me respondeu que nao possuia nenhum. Procedi entao a dispensa do medicamento, indicando
que era aconselhavel a utilizagao de protegao de barreira até ao proximo ciclo menstrual e
que este se poderia alterar, e ainda que caso vomitasse nas 3 horas seguintes a toma do

medicamento deveria repetir a mesma.

Relacao Médico/Farmacéutico

Uma senhora dirige-se a farmacia com uma receita médica, com a prescricao de
Terbutalina, um agonista adrenérgico dos recetores beta 2, com indicagao terapéutica para
asma bronquica, bronquite croénica, enfisema e outras doengas pulmonares. Quando
questionei a senhora se era a primeira vez que ia administrar o medicamento e se conhecia o
modo de administragao, ela respondeu que sim porque a infegao fungica na unha era recente
e a indicagao tinha sido dada momentos antes pelo médico. Rapidamente me apercebi que
existia algum equivoco quanto a prescricio e decidi contactar o médico prescritor para
confirmar. Apos ter explicado a situagao, este apercebeu-se que existia um erro na prescricao,
sendo que o farmaco pretendido era a Terbinafina 10mg/g, uma solugao para pulverizagao
cutanea com indicagao para infe¢oes flingicas da pele causadas por dermatdfitos e Pitiriase

versicolor.

Esta situagao realga a importancia da comunicagao entre o médico e o farmacéutico,
no sentido de evitar potenciais erros e garantir a maior seguran¢a do utente, bem como o

papel critico e ativo do farmacéutico na primeira linha para a promogao do bem-estar e saude.
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Capitulo lI

Monografia
“A Disfuncao Mitocondrial no Desenvolvimento

da Aterosclerose”



Resumo

A aterosclerose é uma patologia associada as doencas cardiovasculares que se
caracteriza pela formagao de placas gordurosas nas artérias, altamente instaveis e suscetiveis
a ruturas, que conduzem a varias complicagoes fisiopatoldgicas. Os lipidos desempenham um
papel ativo no desenvolvimento e progressao da doenga, que se inicia precocemente com a
sua acumulagao na intima arterial, onde sofrem modificagoes oxidativas que desencadeiam o

inicio da inflamagao e dos varios processos ateroscleroticos.

A mitocondria, por intermédio da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
associados ao metabolismo aerobio, é considerada o motor do stress oxidativo, do qual
resulta um extenso dano sobre o material genético deste organelo, contribuindo para a
disfuncao do metabolismo lipidico que consequentemente impede o correto transporte
reverso do colesterol, desregula a morte celular programada e possibilita a ativagao dos
mecanismo da inflamagao, com a expressao do complexo multiproteico NLRP3 e a libertacao

de citocinas pro inflamatorias.

Nao obstante, compreender os mecanismos pelos quais a disfungao mitocondrial
ocorre e preservar o bom funcionamento da mitocondria, € imprescindivel para reprimir o
desenvolvimento de novas placas aterosclerdticas e evitar varias complicagoes metabdlicas

que aumentam o rico cardiovascular.

Palavras-chave: Aterosclerose, Mitocondria, ROS, Disfuncio, Metabolismo.



Abstract

Atherosclerosis is a pathology highly associated with cardiovascular diseases
characterized by the formation of fatty streaks in the arteria, particularly unstable and
susceptible to rupture, leading to several pathophysiological complications. Lipids perform an
active role in the development and progression of the disease, starting early with its
accumulation in the arterial intima, where it suffers oxidative modifications that trigger several

atherosclerotic processes.

Mitochondria, through the production of reactive oxygen species, is considered the
engine of oxidative stress, resulting on an extensive damage to the genetic material of this
organelle, enabling lipid metabolism dysfunction, preventing the proper cholesterol reverse
transport and deregulating programmed cell death that allow inflammatory mechanism
activation with the expression of NLRP3 multiproteic complex and release of pro-

inflammatory cytokines.

Nevertheless, understand the mechanism by which dysfunction occurs and preserve
the normal mitochondrial function is essential to supress new atherosclerotic plaques and

avoid multiple metabolic complications and cardiovascular risk.

Keywords: Atherosclerosis, Mitochondria, ROS, Disfunction, Metabolism.
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Abreviaturas

ABCAI Transportador de Cassete Tipo Al de ligagao ao ATP
ABCGI Transportador de Cassete Tipo Gl de ligagao ao ATP
AMP Adenosina Difosfato

AMPK Proteina Cinase do AMP

ASC Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
cGAS Sintetase ciclica GMP-AMP

DAMPs Damage-associated Molecular Patterns

Drpl Proteina Relacionada com a Dinamica Mitocondrial Tipo |
eNOS Sintetase do Oxido Nitrico Endotelial

FGF21 Fator de Crescimento de Fibroblastos Tipo 21

GMP Monofosfato de Guanosina Ciclica

GSH Glutationa Reduzida

GSSH Glutationa Dissulfeto

IL-1B Interleucina Beta Tipo |

mtDNA DNA Mitocondrial

mtHSP Proteina de Choque Térmico Mitocondrial

NF-kB Fator de Transcricao Nuclear kappa-b

NO Oxido Nitrico

NOX4 NADPH oxidase Tipo 4

OMAI Metaloendopeptidase Mitocondrial Tipo |

Opal Proteina de Fusio de Atrofia Otica Tipo |

PAMPs Damage-associated Molecular Patterns

PGCl-a Peroxissome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator- la
PON Paraoxenase recruitment domain

RNS Espécies Reativas de Nitrogénio

ROS Espécies Reativas de Oxigénio
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Sirt
SOD
TLRs
TPP
tRNA

UCP2

Ay

Sirtuinas

Superoxido Dismutase

Recetores Toll-like

Trifenilfosfénio

RNA de Transferéncia

Proteina Dissociadora Mitocondrial Tipo 2

Potencial de Membrana

22



Introducao

A mitocondria, como organelo altamente dinamico, desempenha um papel fundamental
na célula, do qual depende a produgao de energia e a homeostasia celular, bem como muitos
outros processos capazes de manter a célula ativa e funcional. Através da cadeia respiratoria,
inserida na sua membrana interna, esta tem sido extensivamente associada a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e inevitavelmente a regulagio da morte celular,
metabolismo lipidico e inflamagao, todos estes processos envolvidos na fisiopatologia da

aterosclerose.

E indiscutivel que o stress oxidativo representa uma ameaca ao material genémico da
mitocondria e que dai resultam consequéncias graves para o seu funcionamento. No entanto,
a extensao da sua ocorréncia e os mecanismos pelos quais atuam, ainda nao totalmente
esclarecidos, sao substancialmente importantes para gerar solugoes capazes de impedir o
desenvolvimento e a progressao desta patologia que afeta milhdes de pessoas, e se inicia

precocemente de forma silenciosa.

Desta forma, o trabalho foi aqui apresentado de modo a descrever primeiro lugar a
aterosclerose e os mecanismos envolvidos no seu desenvolvimento, nomeadamente o stress
oxidativo e a relevancia da oxidagao lipidica, bem como a mitocondria, nomeadamente o seu

papel na produgao de ROS e os mecanismos suscetiveis de descontrolar a sua fungao.

De seguida, é feita uma paralelizagao entre a fisiopatologia da aterosclerose e o
contributo da disfungao mitocondrial, enfatizando-se o papel da inflamagao, do dano sobre o
DNA mitocondrial, do citocromo-c como regulador apoptético e da disfungao do
metabolismo lipidico. Por ultimo, sao referidas algumas abordagens terapéuticas centradas na
mitocondria, com grande potencial para evitar ou mesmo impedir os efeitos nefastos da

disfuncao mitocondrial no desenvolvimento de aterosclerose.
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|I. Aterosclerose

A Aterosclerose, condigao inerente a doenga cardiovascular, é a principal causa de
morte a nivel mundial, contabilizando cerca de 17,9 milhoes de mortes anuais. A patologia
apresenta um quadro sintomatoldgico com aumento da pressao arterial, glicose e lipidos, além
de sobrepeso e obesidade. Identificar pacientes de maior risco cardiovascular, garantir o
acesso a medicamentos essenciais e a tecnologias basicas de saude, é um passo primordial para
evitar mortes prematuras e garantir o tratamento e aconselhamento necessario (WHO,

2017).

Considerada uma patologia sistémica inflamatéria e progressiva, a aterosclerose afeta
principalmente a parede das pequenas e grandes artérias, como a aorta, a carétida, e as artérias
coronarias, em locais propensos a turbuléncia ou stress de cisalhamento oscilatério, como
ramos, curvaturas ou bifurcagoes arteriais. Devido ao longo periodo de laténcia associado, as
lesoes clinicamente relevantes evidenciam-se em adultos de meia idade, no entanto, o

armazenamento de lipidos inicia-se durante a primeira infancia (Marchio et al., 2019).

A oxidagao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é o fator principal no
desencadeamento e desenvolvimento da aterosclerose. No entanto, nao € o Unico mecanismo
passivel de iniciar a inflamagao, dado que, o desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes desempenha também um papel de relevancia no processo aterosclerotico

(Marchio et al,, 2019).

.1 Oxidacao das LDL

As lipoproteinas plasmaticas, além da funcao de transporte dos lipidos na corrente
sanguinea, sao importantes mediadores na captagao celular de lipidos circulantes mediada por

recetores, constituindo um elemento basico do metabolismo lipidico (Ahotupa, 2017).

A oxidagao das lipoproteinas LDL na etiologia da doenga cardiovascular tem sido alvo
de varios estudos, e tem sido descritas fortes associacoes entre a oxidagao destas
lipoproteinas e a verificagao clinica de aterosclerose, fungao arterial e fatores de risco
cardiovascular. As LDL oxidadas, entre multiplas fungoes desempenhadas no desenvolvimento
da aterosclerose, estao envolvidas na acumulagao de macrofagos e regulagao da sua atividade,
formacao de células espumosas na parede vascular, assim como na ativagao de genes

ateroscleroticos (Ahotupa, 2017).
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Kresanov e colaboradores demonstraram que as lipoproteinas HDL oxidadas estao
igualmente envolvidas no risco aterosclerético, mas com efeito preventivo. A razao entre LDL
oxidadas e HDL oxidadas € assim indicativo do movimento dos produtos da oxidagao lipidica,

e como tal, da severidade de propagacao da doenga.

O:s lipidos oxidados sao capazes de iniciar diversas respostas celulares, entre as quais,
mecanismos mediados por recetores e modificagao direta pos-tradugao de proteinas. A
incubacdo de células endoteliais com concentragoes elevadas de LDL oxidadas induz a
atividade do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial, que parece depender da indugao

do stress oxidativo (Victor et al., 2009).

1.2 Stress Oxidativo

O stress oxidativo e nitrosativo é caracterizado essencialmente pelo desequilibrio
entre sistemas oxidantes e antioxidantes, resultando num aumento das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Marchio et al,, 2019). A parede vascular possui sistemas oxidantes como
as xantinas oxidases, enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial, lipoxigenases, sintetase do
oxido nitrico endotelial (eNOS) nao acoplado, NADPH oxidases, e sistemas antioxidantes,
como a superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidases, paraoxenases, sistema

tioredoxina e peroxiredoxinas (Mauricio et al., 2018).

A NADPH oxidase ¢ a principal fonte de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio na
parede vascular. O aumento da sua atividade promove a dissociagio da eNOS, e,
consequentemente, a diminuigao da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), promovendo a
disfungao endotelial. A eNOS dissociada exibe a atividade da NADPH oxidase e produz o

aniao superoxido (O;"), responsavel por agravar o stress oxidativo (Forstermann et al.,, 2017).

A SOD possui trés isoformas, a SODI, localizada no citoplasma e na membrana
mitocondrial interna, a SOD?2, na matriz mitocondrial, e a SOD3, no meio extracelular, capazes
de neutralizar o O, para formar O, e H,O,. Apesar de neutralizar o O;", o H,O, estimula o
stress oxidativo, pelo que sao necessarias enzimas a jusante, tal como a catalase, capazes de o

neutralizar, e que o convertem em agua e oxigénio (Kattoor et al., 2017).

A glutationa peroxidase, o maior sistema antioxidante celular, reduz o H2H2 e os
hidroperdéxidos lipidicos em H,O e nos correspondentes dlcoois, tendo a glutationa reduzida

(GSH) como principal dador de eletroes. A GSH é oxidada pela glutationa peroxidase para
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formar glutationa dissulfeto (GSSG), uma reagao revertida pela glutationa redutase, uma
enzima NADPH dependente, levando a regeneracao da GSH. A deficiéncia de glutationa
peroxidase em ratos promoveu o aumento de LDL oxidado e a indugao da formagao de células

espumosas, assim como o aumento das lesGes ateroscleroticas (Marchio et al., 2019).

As Paraoxenases (PON) sao uma familia de proteinas (PONI, PON2 e PON3)
implicadas na redugao do stress oxidativo, diminuigdo da peroxidagao lipidica e na limitagao
da aterosclerose em modelos animais. A PON2, responsavel por reduzir a formagao de
superéxidos, é expressa na parede dos vasos e em resposta a peroxidagao lipidica migra para
a membrana plasmatica e participa ativamente na redugao do stress oxidativo. Da mesma
forma, a PON3, expressa nas células musculares lisas das placas ateroscleroticas, previne a

formagao de superéxido na mitocondria (Kattoor et al., 2017).

2. A mitocondria

A mitocondria é um organelo intracelular existente na maioria das células eucarioticas,
desempenhando um papel multifuncional. Além de ser a central energética da célula, com
producao de energia celular, energia redutora e produgao de ATP, esta envolvida na
homeostasia celular, tendo um papel importante na sinalizagao intracelular, apoptose,

metabolismo de aminoacidos, lipidos, colesterol, esteroides e nucleotidos.

Este organelo pode ser dividido em quatro areas funcionais, sendo estas, a membrana
externa mitocondrial, o espago intermembranar, a matriz mitocondrial e a membrana interna
mitocondrial (Peng et al, 2019). Esta dltima, impermedvel a pequenas moléculas e ides,
incluindo protoes, é o local que aloja os componentes da cadeia respiratéria e do sistema
fosforilativo (Nelson and Cox, 2008). Cada Mitocondria contém uma cadeia dupla de DNA
circular, conhecida como DNA mitocondrial (mtDNA). O mtDNA humano contém 16 569
pares de bases e codifica 37 genes, incluindo 2 moléculas de RNA ribossomal (rRNA), 22
moléculas de RNA de transferéncia (tRNA) e |3 proteinas, que sao subunidades dos

complexos respiratorios |, lll, IV e V, com um papel essencial na fosforilagao oxidativa (Peng

et al., 2019).
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2.1 Cadeia Respiratoéria

A cadeia respiratéria mitocondrial ou cadeia transportadora de eletroes consiste numa
sequenciagao de transportadores, representando proteinas integrais com grupos prostéticos
localizadas na membrana mitocondrial interna, capazes de catalisar a transferéncia de eletroes
através de uma porgao da cadeia, com o intuindo de produzir energia sob a forma de ATP

(Nelson and Cox, 2008).

7

E composta por 4 complexos supra-moleculares, compreendendo o complexo |
(NADH desidrogenase), o complexo Il (sucinato de ubiquinona oxirredutase), o complexo I
(citocromo-c oxirredutase) e o complexo IV (citocromo-c oxidase), que completa a sequencia
transferindo eletroes do citocromo-c para o O2, bem como por duas proteinas férricas

transportadoras de eletroes, a Coenzima Q e o Citocromo-c (Fig. |) (Nelson and Cox, 2008).

A fosforilagao oxidativa inicia-se com a entrada de eletroes na cadeia respiratoria
provenientes da agao de desidrogenases que captam os eletroes provenientes das vias
catabolicas, cabendo ao NADH e ao FADH2, a cedéncia de eletrées ao complexo | e Il

respetivamente (Nelson and Cox, 2008).

O complexo | catalisa dois processos simultaneos e obrigatorios, a transferéncia de um
iao hidreto do NADH e um protao da matriz para a ubiquinona, e a transferéncia de quatro
protoes da matriz para o espago intermembranar, uma reagao que direciona protoes da
matriz, negativamente carregada pela saida de eletroes, para o espago intermembranar,
positivamente carregado com a chegada de protoes. Uma vez nos complexos | e ll, os eletroes
sao transportados para o complexo lll, via coenzima Q ou ubiquinona, que associa a
transferéncia de eletrées do ubiquinol para o citocromo-c. Deste, os eletroes passam para o
oxigénio molecular, por intermédio do complexo IV, reduzindo-o a agua (Nelson and Cox,

2008).
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Cadeia Transportadora de eletrdes ATP
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Figura | - Cadeia transportadora de eletroes. A cadeia transportadora de eletroes recebe eletroes
provenientes do NADH e do FADH; que se deslocam, via ubiquinona e citocromo-c, do complexo |
até ao complexo IV, onde convertem o oxigénio molecular (O3) em agua. O fluxo de eletroes gera
uma forga protomotriz ao longo da membrana interna mitocondrial que é utilizado pelo complexo V
(ATP sintetase) para converter o ADP em ATP (Adaptado de Yu and Bennett, 2014).

2.2 Sistema Fosforilativo

O sistema fosforilativo compreende o complexo V, ou ATP sintetase, que é uma
enzima inserida na membrana mitocondrial interna, responsavel pelo ultimo processo na
sintese de energia sobre a forma de ATP associado ao transportador e do (Nelson na Cox,

2008).

O fluxo de eletroes ao longo da cadeia respiratoria € impulsionado pelo gradiente
eletroquimico transmembranar, a forga protomotriz, que resulta da diferenga de concentragao
de H+ nas duas regices da membrana, ou deltapH, e do potencial de membrana (Ay) criado
pela diferenga de carga dos dois lados da membrana, o primeiro responsavel pelo transporte
do fosfato inorganico, e o segundo pelo transporte de ADP/ATP, dois substratos oxidaveis
que concedem desta forma a energia necessaria ao complexo V para a sintese de ATP (Nelson

and Cox, 2008).

2.3 Producao de ROS nas mitocondrias

A cadeia respiratoria é também uma predominante fonte de ROS intracelular,
produzida como um sub-produto da transferéncia de eletroes (Fig. 2). Embora nao seja
conhecido o local exato onde sao produzidas, e o mecanismo pelo qual ocorre nao esteja

totalmente elucidado, o complexo | e o complexo lll sao reconhecidos como as principais

28



fontes de ROS na cadeia respiratoria, o primeiro através da flavina monocucleétida reduzida
e dos clusters de ferro sulfurosos, N-1a e N-1b, e o segundo pelo local oxidado do ubiquinol

(Peoples et al., 2019).

Os complexos inseridos na cadeia transportadora de eletroes apresentam diferentes
comportamentos relativamente a produgao de ROS. O complexo IV, por exemplo, retém
todos os intermediarios parcialmente reduzidos até que a redugao total do oxigénio seja
alcangada, enquanto que outros complexos libertam eletroes para o oxigénio, reduzindo

parcialmente a molécula para formar o aniao superoéxido (O,") (Madamanchi and Runge, 2007).
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Figura 2 — Formagao de ROS mitocondriais. Os complexos | e Il da cadeia respiratoria mitocondrial
formam superéxido (O2~) que por agao da SOD forma o peroxido de hidrogénio (H20,). A pé6shc,
em associagao com o citocromo-c participa na sinalizagao de ROS pela produgao de H,O,. A NADPH
oxidase 4 (NOX4), na membrana mitocondrial interna, forma O3~ e H,O; na matriz mitocondrial. As
isoformas A e B da monoamino oxidases degradam as monoaminas em aldeidos e H,O; na membrana
externa mitocondrial (Adaptado de Peoples et al., 2019).

O oxido nitrico (NO) € um potente vasodilatador produzido pela oxidagao de um dos
atomos terminais de nitrogénio da L-arginina, uma reagao catalisada pela 6xido nitrico
sintetase (NOS). Os niveis de NO" biodisponiveis diminuem a medida que reagem com ROS.
O NO é convertido noutras espécies reativas de nitrogénio (RNS), no entanto, é devido a
predominancia de O, que rapidamente reage com o NO para formar o peroxinitrito (ONOO"
), um oxidante capaz de nitragao irreversivel de proteinas, inativagao de enzimas, dano no
DNA e interrupcgao da integridade mitocondrial. Outra importante reagao entre ROS e NO
é a oxidacao da tetrahidrobiopterina (BH4). Na auséncia de BH4, a NOS forma O," em vez
de NO, num processo designado por dissociagao do NO que é critico para o stress oxidativo,

promovendo a disfungao endotelial (Whaley-Connell et al., 201 I).
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Para além da cadeia respiratoria, varias outras proteinas mitocondriais demonstraram
contribuir para a formagao de ROS, incluindo a pé6shc, representada na figura |, bem como

a monoamino oxidase (MAQO), e as NADPH oxidases (Peoples et al., 2019).

A proteina P66shc, é um membro das proteinas adaptadoras citosolicas que se
encontra parcialmente localizada no espago intermembranar (Peoples et al, 2019). Esta
proteina forma um complexo molecular com o citocromo-c, o qual subtrai eletroes para
catalisar a reducao parcial do oxigénio e formar O,". A P66shc é um alvo a jusante da p53 e
indispensavel para o aumento da producao de ROS, libertagao do citocromo-c, dissipagao do
potencial de membrana mitocondrial e apoptose. No entanto, sob condigoes de estado
estacionario, esta proteina nao afeta o potencial de membrana transmembranar, indicando a
existéncia de dois estados funcionais distintos: um estado basal inativo e um estado pro-
apoptotico ativo. Desta forma, foi demonstrado que a P66shc mitocondrial existe como um
complexo de alto peso molecular, o qual inclui a proteina de choque térmico mitocondrial
(mtHSP) 70. Apos sinais pro-apoptoticos, o complexo P66shc — mtHSP70 é destabilizado e
liberta a P66shc monomérica para interagir com o citocromo-c (Madamanchi and Runge,

2007).

As isoformas A e B da MAO, localizadas na membrana externa mitocondrial, sao duas
importantes fontes de peroxido de hidrogénio nas mitocondrias, catalisando a degradagao
oxidativa das monoaminas, epinefrina e norepinefrina, através do cofator FAD, em peroxido

de hidrogénio e aldeidos (People et al., 2019).

Por dltimo, as NADPH oxidases, em particular a NOX4, que se localiza na membrana
interna mitocondrial, sio responsaveis por catalisar a transferéncia dos eletrées do NADPH
para o oxigénio molecular, onde se forma o superdxido e o peroxido de hidrogénio (People

et al., 2019).

Cumulativamente, as ROS produzidas pela cadeia respiratoria, assim como por fontes
enzimaticas, atuam por feedback positivo, levando a produgao de mais ROS, num processo
designado de libertagcao de ROS induzido por ROS, contribuindo para a falha do sistema

mitocondrial (Madamanchi and Runge, 2007).
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3. Disfuncao mitocondrial

A disfuncao mitocondrial desempenha um papel central na patogénese de varias
doengas cronicas humanas, da qual se destacam as doengas cardiovasculares. Em condi¢oes
normais de funcionamento a mitocondria é responsavel pela producao de ATP com as ROS a
serem formadas como um subproduto que é rapidamente neutralizado pelos sistemas

antioxidantes celulares (Poznyak et al., 2020).

A razio entre a produgao de ROS e a eliminagao pelo sistema de defesa antioxidante
reflete a condigao oxidativa da mitocondria, que é regulada pelo seu estado metabdlico, pelo
Ay e pelos complexos da cadeia transportadora de eletroes, enzimas antioxidantes e proteinas

dissociadoras, bem como por componentes da fusao, fissao e da autofagia mitocondrial (VWang

and Tabas, 2014).

Ao comprometer a fungao mitocondrial, a respiragao celular e a produgao de energia
sao deficitarias e resultam numa extensa producao de ROS que conduzem ao aumento do
stress oxidativo e ao desencadear de mecanismos que provocam dano celular e apoptose,
componentes importantes na patogénese da aterosclerose associada a doenca cardiovascular

(Poznyak et al., 2020).

3.1 Desregulacao da proteina UCP2

A proteina dissociadora mitocondrial 2 (UCP2), expressa na membrana interna da
mitocondria, é a principal forma de UCP presente na parede vascular responsavel pela

diminui¢ao da produgao de ROS mitocondriais (Wang and Tabas, 2014).

Como consequéncia do processo aterosclerético, a sua produgao aumenta, em
sequéncia do aumento da producgao de ROS, e é regulada positivamente em resposta a uma
dieta aterogénica, de forma a manter a normal atividade antioxidante nas mitocondrias das
células vasculares. A UCP2 acumula varias fungoes, entre elas, a de suprimir a producao de
ROS mitocondriais, manuten¢ao da normal fun¢ao endotelial, promogao de relaxamento
vascular, diminui¢cao da ativagao do fator de transcricao nuclear kappa-b (NF-kB), regulacao
do Ay, essencial para a dinamica mitocondrial, e inibicao da expressao de moléculas de adesao
pro-inflamatérias nas células endoteliais, fazendo parte da resposta compensatoéria protetora

que mantém a atividade da SOD?2 (Ke et al., 2020; Wang and Tabas, 2014). Desta forma, a sua
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disfungao contribui para a falha da capacidade antioxidante e proporciona sobreproducao de

ROS mitocondriais numa aterosclerose avancada (Wang and Tabas, 2014).

3.2 Disfuncao autofagica

A mitofagia ou autofagia mitocondrial, constitui um sistema de defesa mitocondrial no
qual lisossomas sequestram e degradam mitocondrias disfuncionais, reciclando os seus

constituintes para que possam ser novamente utilizados (Wang and Tabas, 2014).

O excesso de ROS promove despolarizagao mitocondrial e perda do potencial de
membrana interna, que desencadeia a ativagao da Parkina mediada pela ubiquitina ligase E3. A
Parkina, sobre condigoes de stress oxidativo/nitrosativo excessivo, é passivel de modificagao
e inativagao, comprometendo o processo autofagico. Por sua vez, as ROS regulam diretamente
a formagao de autofagossomas, oxidando e inativando a (ATG4), uma protéase reguladora da
autofagia, culminando assim na desregulagao mitofagica. Este processo, promotor de disfungao
mitocondrial e apoptose celular, é desencadeador da formagao de nucleos necroticos e de

placas instaveis (Wang and Tabas, 2014).

3.3 Ativacdao de macrofagos

Os macrofagos sao contribuintes fundamentais para o desenvolvimento da placa
aterosclerotica, inflamagao local e indugao de trombose (Fig. 2) (Barret, 2020). Normalmente
divididos em macrofagos M| (classicamente ativados) e M2 (alternativamente ativados), os
primeiros aumentam a inflamagao, enquanto os segundos diminuem-na e reparam danos nos
tecidos. Comparativamente aos macrofagos M|, os M2 apresentam menor captagao de
colesterol e acumulagao de lipidos. Estes macrofagos siao alternativamente ativados pelo
metabolismo oxidativo mitocondrial, sendo a glicolise a principal fonte de energia dos
macrofagos M| e a fosforilagao oxidativa mitocondrial a principal fonte de energia dos

macrofagos M2 (Peng et al., 2019).

Durante a progressao da aterosclerose, processo patoldgico caracterizado por reagoes
inflamatorias cronicas, o nimero de macréfagos Ml e M2 aumentam e distribuem-se
principalmente na regiao do limbo fibroso (Fig. 2). O macréfago M1 é o principal subtipo de
macrofagos em placas humanas instdveis com grande nucleo lipidico, enquanto o M2 ¢é

extensivamente encontrado em placas estaveis. A dindmica de polarizagao dos macrofagos e
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a sua proporgao contribuem para a progressao e instabilidade da placa aterosclerdtica (Peng

et al,, 2019).

Os macroéfagos contribuem para a manutengao da resposta inflamatoria local pela
libertagao de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, e pela produgao de ROS e RNS. Além
disso, estes interferem com células vasculares do musculo liso, amplificando o ciclo
inflamatério com a produgao de citocinas pro-inflamatorias adicionais e componentes da
matriz extracelular, que promovem a retencao de lipoproteinas. Os macroéfagos plaquetarios
tém uma capacidade migratéria diminuida, impedindo a resolugao da inflamagao e promovendo
a progressao de lesoes em placas propensas a rutura. A inflamagao persistente leva a apoptose
de macrofagos e, na auséncia de eferocitose eficiente, leva a acumulagao de detritos e células
apoptoticas, facilitando a formagao do nucleo necrético na placa aterosclerdtica (Barret,

2020).

4. Aterosclerose — Uma doenca mitocondrial?

A aterosclerose, principal causa de mortalidade nos paises desenvolvidos, é
caracterizada pela formacgao de placas gordurosas nas artérias — os grandes vasos de conduto,
que transportam oxigénio e nutrientes vitais para os tecidos. No entanto, pode ocorrer rutura
da placa que obstrui a artéria, resultando em sequelas significativas, como acidentes

cardiovasculares e vasculares cerebrais (Yu and Bennett, 2014).

As lesoes iniciam-se na tunica intima e afetam progressivamente toda a artéria,
incluindo a tunica média e a adventicia. O passo inicial da lesao precoce ou faixa gordurosa
ocorre quando as particulas de LDL saem da circulagao sanguinea e entram na intima arterial,
onde se acumulam (Insull, 2009). Uma vez na intima, os lipidos sofrem modificagao oxidativa
por enzimas, ROS, e RNS, que promovem disfungao endotelial. Devido a sua reatividade
quimica relativa, o O;", ao contrario da sua forma protonada, o radical hidroperoxil (HOO),
é incapaz de oxidar o LDL. No entanto, a pH fisioldgico apenas uma porgao do O, esta
presente como HO,", sugerindo que o O, atua como precursor de oxidantes mais reativos,
tais como o ONOO", o H,0, e os seus derivados, que atuam assim na modificagao oxidativa

(Victor et al., 2009).

A expressao de moléculas de adesao endotelial recruta mondcitos, onde se formam
macroéfagos que consomem lipidos para formar células espumosas. Enquanto a eliminagao de

lipidos oxidados € inicialmente protetora, uma resposta inflamatoria é desencadeada, levando
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a morte celular e ao desenvolvimento do nucleo necrotico da placa. As células do musculo
liso vascular proliferam e/ou migram para a intima, onde secretam para a matiz extracelular

colagénio, fibras elasticas e proteoglicanos, que formam a capa fibrosa protetora (Weber and

Noels, 201 1).

A capa fibrosa protetora é uma barreira importante que separa o nucleo necrético
altamente trombogénico do sangue circulante. No entanto, a inflamagao, enzimas degradantes
e a morte celular podem comprometer a capa, levando a rutura da placa. Uma vez exposto o
nucleo, forma-se um trombo que pode obstruir o vaso ou embolizar, promovendo
complicagoes isquémicas. O stress oxidativo, a apoptose e a inflamagao contribuem, dessa
forma, significativamente para a aterogénese e podem ser causados por danos e disfungoes no

mtDNA (Yu and Bennett, 2016).

Inflamag3o Net Rezolupio Net
Raz3o Resolvina:Leucotrieno | Raz3o Resolvina:Leucotrieno T

; Endotélio Macréfazo  Macréfago
Célula D N1

lipidico

tTamanho daplaca |
JEspessuradacapa 1
1 Tamanho do nicleo |
1 Eztabilidade plaquetar]

Figura 3 — Placas ateroscleréticas com “Inflamagao Net” (esquerda) e a sua resolugio (direita). Ambas
as placas sdo caracterizadas por inflamagao continua, em que ambos os processos pré-inflamagao e
pré-resolugio estio ativados, embora em niveis diferentes nas duas placas. A placa com “Inflamagao
Net”, instavel e suscetivel a rutura, é grande e possui uma fina capa fibrosa (constituida essencialmente
por Macroéfagos pré inflamatorios M1, algumas células musculares lisas e colagénio clivado), e um
grande ndcleo necrético lipidico. Por outro lado, a placa com “Resolugao Net”, estavel e nao suscetivel
a rutura, € menor e possui uma capa fibrosa mais espessa (constituida maioritariamente com
macrofagos anti-inflamatérios M2, muitas células musculares lisas e colagénio intacto), e um pequeno
nucleo necrotico lipidico. Durante o desenvolvimento da placa os processos de inflamagao e resolugao
podem variar, sendo que durante a inflamagao o tamanho da placa tende a aumentar e durante a
resolugao a diminuir (Adaptado de Back et al., 2019).
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4.1 Inflamacao

A inflamagao conduz a aterosclerose através de células inflamatorias presentes tanto
na placa, como no trombo que se forma apos a sua rutura. Cada vez mais reconhecemos que
a mitocondria nao sé produz ATP e ROS, mas também tem um papel fundamental na resposta

imune (Yu and Bennet, 2016).

A resposta imune inata fornece detecao e protegao rapida contra os sinais de perigo.
Os recetores de reconhecimento de padroes, incluindo os recetores Toll-like (TLRs), detetam
uma ampla gama de padroes moleculares associados a patogénicos PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) ou ao dano DAMPs (damage-associated molecular patterns). O mtDNA
mantém os DAMPs na forma nao metilada, para estimular a TLR9, que por sua vez, promove
a ativagao do NF-kB e a transcricao de citocinas inflamatorias. A autofagia normalmente
degrada os danos da mitocondria, no entanto, o mtDNA pode evitar este processo e provocar

uma resposta inflamatoria sistémica, com a sua libertagao na circulagao (Zhang et al., 2010).

Na auséncia do fator de transcricao mitocondrial A, o mtDNA ¢ libertado no citosol,
onde se liga ao sensor ciclico de DNA — sintetase ciclica (GMP)-(AMP) (cGAS). O estimulador
a jusante da sinalizagao dos genes interferon é promovido, aumentando a expressao do
interferon tipo | e outros genes estimuladores de interferon. A ativagao da caspase apoptotica
pode atenuar a via de sinalizagao, demonstrando que a mitocondria regula as vias que cruzam

a morte e a inflamagao (West et al,, 2015).

A sinalizagao de interferoes nao esta apenas implicada na resposta protetora antiviral,
mas também na aterogénese e na vulnerabilidade da placa. Os interferoes tipo |, INFa e INFB,
afetam as células musculares lisas vasculares e os macréfagos. O INFa aumenta o TNF
relacionado a apoptose induzido por ligando em células T, promovendo a morte das células
musculares lisas vasculares. O INFB promove a adesao endotelial de macrofagos e o
recrutamento de leucocitos para os locais propensos a aterosclerose. Além disso, o
tratamento com INFB demonstrou efeitos in vivo, ao aumentar a formagao de placa num
modelo de murganho de aterosclerose, e, de facto, o aumento da sinalizagao com IFN tipo |

foi confirmado na rutura humana de placas (Goossens et al., 2010).
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Figura 4 — Mecanismos associados a disfuncao mitocondrial e aterosclerose. O inflamassoma NLRP3
€ um complexo multiproteico que compreende o NLRP3, a proteina adaptadora (ASC), e a pro-caspase
| (pro casp |). Uma vez ativado, a caspase | cliva a pro-interleucina | beta (IL-1B) na sua forma madura.
A mitocondria disfuncional produz ROS, externaliza cardiopilina (CL), e liberta mtDNA, todos estes
capazes de ativar O NLRP3. Os niveis diminuidos de NAD/NADH, levam a diminuigao da atividade da
sirtuina 2 e a acumulagao de a-tubulina acetilada, promovendo a co-localizagao do NLRP3 e da ASC.
O mtDNA contém quantidades significativas de DNA nao metilado, que ativa a sinalizagao pelo NF-kB
e aumenta a expressao de citocinas através do recetor Toll-like 9 (TLR9) (Adaptado de Yu and Bennett,
2014).

4.1.1 Ativacao do Inflamassoma NLRP3

As mitocondrias regulam citocinas inflamatorias através da alteragao da sua expressao,
mas também pelo desencadeamento de modificagoes e ativagoes pos-tradugao. O mtDNA
oxidado liga-se e ativa o inflamassoma NLRP3, um complexo multiproteico composto por um
sensor (NLRP3), um adaptador (ASC), do inglés apoptosis-associated speck-like protein containing
a caspase recruitment domain, e um efector (caspase |) (Fig. 4). O NLRP3 responde a varios
estimulos de perigo, como virus, toxinas bacterianas e colesterol cristalizado. Uma vez ativado,
o NLRP3 e o ASC colocam-se em aglomerados do reticulo endoplasmatico mitocondrial, no
espaco perinuclear. O ASC recruta a caspase | e induz a sua clivagem e ativagao. Uma vez
ativada, a caspase | cliva a pro-IL|1f na sua forma ativa (Swanson et al., 2019) (Yu and Bennett,

2014).

A regulagao funcional de um inflamassoma ativo é considerado um processo de dois
passos, no qual o sinal | inicia a transcrigao do inflamassoma e o sinal 2 ativa-o, induzindo a
secregao das citocinas inflamatérias IL-1B e IL-18 (Back et al, 2019). O primeiro sinal é
induzido pelo reconhecimento de varios PAMPs e DAMPs que ativam os recetores de
reconhecimento de padroes, os TLR. A ativagao do NLRP3 inclui varios sinais, a maioria dos

quais nao se excluem mutuamente, como o efluxo de ides de potassio ou cloreto, o fluxo de
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ioes de calcio, a rutura dos lisossomas, a disfuncao mitocondrial ou alteracoes metabdlicas

(Swanson et al., 2019).

As mitocondrias disfuncionais ativam o NLRP3 nao s6 através do mtDNA, mas também
pela formagcao de ROS e cardiopilina. Embora, a cardiopilina seja um lipido da membrana
interna mitocondrial, ela localiza-se na membrana externa em mitocondrias disfuncionais e
pode recrutar e ativar o NLRP3. Os niveis de NAD/NADH indicam o estado da energia e dos
nutrientes da célula. Na disfungao mitocondrial, os niveis diminuidos de NAD/NADH sao
detetados por enzimas dependentes de NAD’, tal como as desacetilases de sirtuina. A
atividade da sirtuina 2 diminui paralelamente ao NAD" e a a-tubulina acumula-se, promovendo
a co-localizagao do NLRP3 com o ASC e, portanto, a ativagao do inflamassoma (Misawa et al.,

2013).

O NLRP3 ¢ ativado através do dano sobre o mtDNA, ROS, cardiopilina e alteragoes
nos niveis de NAD/NADH. E importante ressalvar que a ativagio do inflamassoma NLRP3 e
o aumento da ILIP sao promotores da aterosclerose. As mitocondrias sao entao reconhecidas
como reguladoras da sinalizagao inflamatdria pro-aterogénica, através da modulagao da
expressao génica e da modificagao pos-tradugao. Na aterogénese, os agentes promotores de
stress metabolico, como dacidos gordos e cristais de colesterol, podem convergir na
mitocondria e combinar-se com o dano no mtDNA para estimular a inflamagao e promover

o desenvolvimento da placa aterosclerética (Yu and Bennett, 2016).

4.2 O stress oxidativo e o dano sobre o DNA mitocondrial

O stress oxidativo, em especial as ROS, sao uma constante ao longo das diferentes fases
da aterosclerose, potenciando modificagoes proteicas, lipidicas e genéticas, que precedem e
se correlacionam com o desenvolvimento da placa, constituindo um importante evento no

desenvolvimento da aterosclerose.

Através de modelos in vivo, verificou-se que uma diminuigao nas enzimas antioxidantes,
superoxido dismutase ou glutationa peroxidase, desencadeia o processo aterosclerdtico, e,
no sentido oposto, a expressao de catalase nos macrofagos tem um efeito protetor,
diminuindo a formagao de placas. Estas evidéncias sugerem que as ROS estao presentes e
desempenham um papel desencadeante na aterosclerose, sem, no entanto, se conhecer se é
necessario um aumento de ROS para mediar os efeitos dos danos no mtDNA (Wang et al.,

2014).
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Utilizando um modelo de murganho mutado verificou-se que, na existéncia de dano no
mtDNA, a vulnerabilidade da placa e a aterosclerose estavam presentes, no entanto, nao se
verificava mudancgas nas ROS. Por outro lado, com a utilizagao de uma sonda de ROS, MitoB,
um catiao lipofilico especificamente direcionado para o local de ligagao do perdxido de
hidrogénio a mitocondria, observou-se que é necessario um dano cronico e extenso sobre o
mtDNA para que ocorra aumento das ROS, isto porque ao contrario dos murganhos idosos,

os jovens nao apresentaram aumento nas ROS (Salin et al., 2017).

Indiscutivelmente, as ROS provocam modificagoes oxidativas prejudiciais, no entanto,
também estdo envolvidas em vias de sinalizagao importantes, como desencadear um padrao
de expressao génica que promove a sobrevivéncia, pelo que, o seu aumento ocorre na
aterosclerose e muito provavelmente contribui para a doenga, contudo, pode nao ser

necessario para que o dano no mtDNA promova aterosclerose (Yu and Bennett, 2016).

4.3 O citocromo-c como regulador apoptoético

As mitocondrias, como Unico organelo celular a dispor de citocromo-c sobre
condigoes fisioldgicas normais, desempenham um papel de referéncia na regulagao da morte
celular programada. O citocromo-c, para além de inserido na cadeia de transporte de eletroes,
também é um sinal critico para a apoptose. Estes sinais internos convergem nos membros pro-
apoptoticos da familia das BCL-2, as proteinas Bak e Bax, e oligomerizam, possibilitando a
permeabilizacao da membrana externa mitocondrial. Estas proteinas pro-apoptoticas ativam a
metaloendopeptidase mitocondrial | (OMAI), uma protéase da membrana interna
mitocondrial, que, em conjunto com a permeabilizagao da membrana externa mitocondrial,
permite a libertagao do citocromo-c, que por sua vez liga-se ao Apaf-1, levando a ativagao da

caspase e a execugao da apoptose (lyer et al., 2019) (Fig. 5).
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Figura 5 — A regulacao mitocondrial da morte celular. Os sinais apoptoticos convergem em bak e bax,
e oligomerizam por estimulagio da proteina | relacionada com a dindmica mitocondrial (Drpl),
permitindo a permeabilizacio da membrana externa mitocondrial, que, juntamente com a OMAI,
promove a libertagao de citocromo-c. Este, quando libertado, liga-se ao Apaf-1, ativando as caspases e
a execugao apoptotica. A abertura do poro de transicio de permeabilidade mitocondrial (MPTP)
amplifica a apoptose, ao permitir a entrada de 4gua e solutos, cuja intumescéncia é responsavel pela
rutura e libertagio de citocromo-c, podendo ocorrer necrose devido ao colapso da fosforilagao
oxidativa, sobre condi¢oes de deplegao de ATP e aumento de ROS, que sao responsaveis pela abertura
prolongada do MPTP (Adaptado de Yu and Bennett, 2014).

A rede dinamica mitocondrial, também envolvida na regulagao apoptotica, sofre fissao
e fusao constante de forma a moldar o nimero e a massa mitocondrial. A fissao mitocondrial
acompanha a permeabilizacio da membrana externa mitocondrial e a proteina de fissao,
proteina | relacionada com a dinamica mitocondrial (Drpl), estimulando a oligomerizagao do
Bax. A sobre-expressio da forma mutada de Drpl atrasa a oligomerizagao e,
consequentemente, a morte celular. Outro regulador da apoptose é a proteina de fusao de
atrofia 6tica | (Opal) localizada na membrana interna mitocondrial. Esta proteina regula a
forma da crista mitocondrial, e, a0 manter jungoes estreitas, limita a libertagao do citocromo-

¢ (Guan et al, 2019).

Por ultimo, a disfungao mitocondrial, responsavel pelo aumento das ROS e pela
diminuigao do potencial de membrana mitocondrial, promove a abertura do poro de transigao
de permeabilidade mitocondrial (MPTP), possibilitando a morte celular apoptoética. Quando o
MPTP abre, os ioes equilibram-se livremente entre o citoplasma e a matriz mitocondrial, cuja
intumescéncia leva a rutura da sua membrana externa e a libertagao de citocromo-c. A

duragao da sua abertura pode determinar a morte celular, se for breve, pode resultar em
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apoptose, a fungao da cadeia respiratoria nao é mantida e ocorre necrose (Kwong et al,, 2015)
(Fig. 5).

Desta forma, as mitocondrias, por meio do citocromo-c, regulam estreitamente a
morte celular e, a interrupgao da sua estrutura ou fungao pode promover a apoptose, levando

o mtDNA a impulsionar a formagao de placas (Yu and Bennett, 2016).

4.4 Disfuncao do metabolismo lipidico

Para além da inflamagao e da morte celular programada, a disfungao metabolica
mitocondrial, celular e sistémica, particularmente a disfungao do metabolismo lipidico, sao
importantes fatores de risco aterosclerotico. Proteinas, hidratos de carbono e lipidos
alimentam o ciclo de Krebs, que fornece a cadeia respiratéria os substratos necessarios para
a formagao de ATP, tendo as mitocondrias um papel critico na coordenagao da produgao de

energia e no metabolismo (Yu and Bennett, 2016).

As mudangas lipidicas que ocorrem na sequéncia da disfungado mitocondrial,
especificamente o dano sobre o mtDNA, sao responsaveis pelo aumento da razao AMP/ATP
e da respetiva ativagao da via de sinalizagao da proteina Cinase do AMP (AMPK). A ativagao
da AMPK estimula as vias catabdlicas e inibe processos anabdlicos, como a sintese de
colesterol, acidos gordos e triglicerideos, responsaveis por diminuir a adiposidade.
Alternativamente, a disfungao mitocondrial promove a libertagao do fator de crescimento de
fibroblastos 21 (FGF21), um fator de crescimento de proteinas que simula a lipolise e apos a
qual, os lipidos sao mobilizados do tecido adiposo para a corrente sanguinea, resultando numa

redugao da massa gorda e altos niveis de acidos gordos livres (Kim et al, 2013).

Cumulativamente, a fungao mitocondrial influencia o transporte celular de colesterol.
O efluxo de colesterol dos macréfagos € uma etapa do transporte reverso, em que o
colesterol intracelular é devolvido ao figado para clearance hepatica. Os transportadores de
cassete de ligagao ao ATP, ABCAIl e ABCGI, medeiam o efluxo de colesterol, mas a
dependéncia de ATP submete-os a regulagao mitocondrial. De facto, a inibicao da ATP
sintetase leva a diminuigao da capacidade do efluxo de colesterol, enquanto o aumento da
respiragao mitocondrial potencia-o e reduz a formagao de placas ateroscleroéticas
(Karunakaran et al, 2015). Desta forma, as lesoes e disfungdes no mtDNA tem multiplos
efeitos no metabolismo lipidico, incluindo a reducao do efluxo de colesterol, que potencia o

desenvolvimento da aterosclerose (Yu and Bennett, 2016).
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5. Prevencao e Terapéutica

As mitocondrias, tal como temos vindo a analisar, sao alvos terapéuticos bastante
promissores na aterosclerose e as quais tem sido objeto de varios estudos, com o objetivo de
providenciar novas estratégias no combate e na prevencao desta patologia de origem

cardiovascular, que cada vez mais se associa com a fungao e metabolismo mitocondrial.

O bom funcionamento mitocondrial estd intrinsecamente relacionado com a
capacidade antioxidante da mitocondria para proteger o seu genoma contra os efeitos nefastos
das ROS. Desta forma, diversos antioxidantes estao assim naturalmente presentes na
mitocondria, tal como a superdxido dismutase, na matriz e no espago intermembranar, que
catalisa a conversao do superoxido em peréxido de hidrogénio, e a catalase ou a peréxido
desidrogenase, responsaveis pela reducao do perdxido de hidrogénio em agua (Yu and

Bennett, 2016).

Ao nivel da replicacao do mtDNA, a mitocondria dispoem de um sistema de corregao
que atua ao nivel da excisao de bases, incompatibilidades, ou da recombinagao homdloga, do
qual faz parte a helicase Twinkle, a DNA polimerase, e a proteina de ligagao ao DNA

mitocondrial de cadeia simples (Yu et al., 2017).

A Twinkle, atua por ligagao ao DNA de cadeia dupla promovendo a sua abertura na
diregao 5'-3°, e € um importante regulador do niUmero de copias de mtDNA. Recentemente,
estudos realizados em murganhos deficientes em apolipoproteina E, com sobre-expressao de
Twinkle, conclui-se que esta promove a integridade e o nimero de copias de mtDNA, bem
como melhoria da respiragao mitocondrial, aumento da capa fibrosa e diminuigao do nucleo
necrético, constituindo assim uma importante estratégia terapéutica para a manutengao e

reparagao do genoma mitocondrial, assim como da sua proépria funcionalidade (Yu et al,, 2017).

5.1 Direcionamento de sirtuinas

As sirtuinas (Sirt) sao uma familia/classe de proteinas com atividade desacetilase
dependentes de NAD+, constituidas por 7 membros, 3 dos quais (Sirt3, Sirt4 e Sirt5)
localizados na mitocondria. Utilizadas como sensores metabdlicos, estas combinam a fungao
metabdlica com o suprimento de nutrientes e regulam a biogénese mitocondrial através da
desacetilagao da Sirtl e da regulacio do PGCI-a (Peroxisome Proliferator-activated receptor

Gamma Coactivator-l a) (Miller Jr, 2020).
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A Sirt3 regula o metabolismo celular e promove a fosforilagio oxidativa pela
desacetilagao e ativagao do complexo | e lll (Yu and Bennett, 2016). Ao interagir fisicamente
com a superoxido dismutase 2 (SOD2) estimula a atividade desta enzima pela desacetilagao
de dois residuos criticos de lisina, funcionando assim como um importante antioxidante, capaz
de impulsionar a desintegracio de ROS e dessa forma contribuir para a diminuicio da

vulnerabilidade e desenvolvimento da placa aterosclerotica (Miller Jr, 2020).

5.2 Esculetina

A esculetina é um composto fendlico pertencente a familia das Cumarinas utilizado
como inibidor da lipoxigenase e recentemente como inibidor do stress oxidativo (Karnewar et

al, 2016).

Os compostos alvos da mitocondria emergem como uma nova classe de farmacos para
fisiopatologias onde a disfungao mitocondrial desempenha um papel critico. Karnerwar e
colaboradores sintetizaram uma esculetina (6,7-dihidroxicumarina) direcionada para a
mitocondria (Mito-Esc), com o intuito de investigar o efeito do stress oxidativo na morte
celular endotelial e da aterosclerose induzida por angiotensina Il em murganhos deficientes
em apolipoproteina E, concluindo que a Mito-Esc, exceto o tratamento com esculetina natural,
inibiu o H202-, a formagao de placas aterosclerdticas pela Angiotensina Il, a infiltragcao de
monocitos, e ainda os niveis de citocinas pro-inflamatérias no soro. O mecanismo envolvido
passa pelo aumento da produgao de NO via AMPK, mediado pela fosforilagao da eNOS e o
aumento da biogénese mitocondrial resultante da expressao de Sirt3 através ativagao de

AMPK (Karnewar et al., 2016).

5.3 MitoQ

Uma ampla gama de antioxidantes podem ser direcionados para a mitocéndria por
conjugagao com o iao trifenilfosfonio (TPP), como é o caso dos derivados da ubiquinona e do
tocoferol. Neste sentido foi desenvolvido o MitoQ, que consiste no catiao lipofilico TPP ligado
covalentemente a ubiquinona, o qual atravessa rapidamente e extensivamente a membrana
interna da mitocondria, onde é reduzido pelo complexo Il da cadeia respiratéria no seu

componente antioxidante ativo, o ubiquinol (Mercer et al., 2012).
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Mercer e colaboradores demonstraram assim que inoculando o MitoQ em murganhos,
este é eficaz na diminuicao dos niveis de ROS mitocondriais, na reversao dos efeitos deletérios
do metabolismo lipidico, assim como na prevencao da sindrome metabdlica, tal como a

adiposidade, estenose hepatica e niveis elevados de colesterol e triglicerideos.

Conclusao

Os efeitos nefastos da disfungao mitocondrial, que ocorrem na sequéncia da produgao
excessiva de ROS derivadas da cadeia transportadora de eletroes, sio preponderantes na

fisiopatologia da aterosclerose.

A aterosclerose é uma patologia do foro cardiovascular que se caracteriza
genericamente pela obstrugao dos vasos sanguineos que promovem complicagoes isquémicas.
A alta taxa de incidéncia e a elevada mortalidade desta patologia impulsionam varias
investigagoes no sentido de compreender os mecanismos pelos quais a doenga se desenvolve,

propaga e qual o papel da disfungao mitocondrial na sequéncia destes eventos.

Desta forma, o presente trabalho demonstra alguns mecanismos pelos quais a disfungao
mitocondrial se correlaciona com o desenvolvimento da aterosclerose, nomeadamente o dano
sobre o mtDNA decorrente do stress oxidativo e o seu papel no controlo da inflamagao,
apoptose e desregulagao do metabolismo lipidico que precedem a formagao de placas

ateroscleroticas e o desenvolvimento de complicagoes cardiovasculares.

Por ultimo, foram realizadas algumas abordagens preventivas e terapéuticas centradas
na mitocondria, que demonstram ser bastante promissoras, com o intuito de minimizar o
impacto da disfungao mitocondrial na aterosclerose e desta forma constituirem uma nova
classe de farmacos no combate desta patologia, que aliada a uma continua investigagao por
parte da comunidade cientifica possam contribuir para a descoberta de novos mecanismos
subjacentes a doenga e desta forma melhorar a qualidade de vida de milhoes de pessoas

anualmente.
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l. Introduction

Being a pharmaceutical science student allowed me to acquire a variety of skills,
knowledge, and abilities that a healthcare professional must have to ensure the safety
and health of the population. However, in order to complement my studies and
challenge myself, | decided to embrace the opportunity to realise an experience
abroad, doing an international hospital internship through Erasmus + Programme.
Sapienza Universita di Roma is one the biggest and most advanced universities in the
world as well as Rome, a city full of history and culture that combined made me
progress and improved myself, facing difficulties that | could not imagine it would

happen like the pandemic we are living now.

This internship report describes my functions as an intern pharmacist at
Policlino Umberto |, the biggest Hospital in Rome. It is divided in two different parts.
First, it describes the Farmacia Centrale and its several tasks, including the preparation
of hospital departments orders and delivery of medicines under medical prescriptions.
Second, it describes the Laboratorio Galenico, that under responsibility of Dr.

Massimiano Moli, is responsible for the production of medicines used in the hospital.

I.1 Hospital Policlinico Umberto |

Located in the center of Rome, region of Lazio, Policlinico Umberto | is the
second largest public hospital in Italy and the largest in the city, counting about 1650
beds. The hospital provides a differentiated service in articulation with the Faculty of
Pharmacy and Medicine of Sapienza Universita di Roma, in which the students can put
in practise the knowledge received, doing internships and specializations (Umberto | —
Policlinico di Roma). As an important and advanced institution for the Italian healthcare
system, its construction started in 1888 in the presence of Re d'ltalia Umberto | and
the consortium Regina Margherita by two important physicians and politicians, Guido
Baccelli and Francesco Durante respectively, and designed by the architect Giulio
Podesti. The institution was finished in 1902 and received the first patients in August
1904. After opening, all the professors associated with the university moved to the

new university hospital, allowing for free communication, robust exchange of ideas, and
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ultimately, a homogeneous curriculum of medical education, transforming the teaching

and practise of medicine in Italy (Serarcangeli C., 2006).
1.2 Servizio Sanitario Nazionale

On 23 December 1978 was established the Italian National Health Service,
named Servizio Sanitario Nazionale (SSN) based on three guiding principles, universality,
equity, and solidarity, that makes the right to health accessible to all citizens, without
discrimination based on income, gender or age. The SSN have been acknowledge over
the years by major international bodies such as World Health Organization (WHO)
and the Organization for Economic Co-operation and Development (OECD)

(Healthcare in European Union).

Concerning its organization, SSN is structured at a national, regional, and local
level, allowing a uniform distribution of resources to all regions and serve the purpose
of universal coverage. The Ministry of Health in coordination with the government is
responsible for defining, according to the strategic lines drawn by the correspondent
European and international plans and taking account the proposals from the different
Italian regions, the National Health Plan or Piano Sanitario Nazionale (PSN), with a
duration of three years. This agency ensures the quality of services and controls the
distribution of the financial revenue generated by tax revenue for the public healthcare,
offering statutory benefits to all national residents. In the regional context, the
structures have the autonomy to organize and deliver their own health services with
their additional revenue, and to create their own health strategy documents known as
regional health plan or Piano Sanitario Regional. Lastly, in the local context, there are
two types of public health providers: local health units or Azienda Sanitarie Locali (ASL)

and hospital units or Azienda Ospedaliere (AO).

1.3 Servizio sanitario della Regione Lazio (SSRL):

Under the presidency of Nicola Zingaretti since 2013, the SSRL is formed by
ten ASL, six of which are in Rome (Roma |, 2, 3, 4, 5, 6) and one for each other
province of Lazio: Latina, Frosinone, Viterbo e Rieti. Regarding to the AO, there are

six, all of them headquartered in Rome:
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* Azienda Ospedaliero-Universitaria Policlinico Tor Vergata;
* Azienda Ospedaliero-Universitaria Policlinico Umberto |;
* Azienda Ospedaliero-Universitaria Sant’ Andrea;

* Azienda Ospedaliero San Camillo Forlanini;

* Azienda Ospedaliero San Filippo Neri;

* Azienda Ospedaliero San Giovanni Addolorata.

These entities are autonomous on the organizational, administrative, and technical
level, being coordinated by the correspondent ASL which harmonizes the processes in

the Lazio region (Regione Lazio).
2. Farmacia Centrale

During the first three weeks of my internship | was at the central pharmacy or
Farmacia Centrale. It is located inside a yellow building near to the main entrance of the
hospital, with the indication “Farmacia”. This unit is responsible for managing orders
and delivering medicines under medical prescriptions that could be accomplished inside
the hospital by the several departments or outside by other institutions. Regarding the
“post recovery”, medicines could be requested by patients themselves or the
healthcare person and by nurses or health assistants working in the department that
the patient was hospitalized. The therapeutic record or Prontuario terapeutico is the
book used to figure out if a medicine is class A (reimbursed or mutuabili), or class C
(not reimbursed). If it is class A the patient does not have to pay, however, if it is class
C, it cannot be provided at the hospital pharmacy, and the patient has to go a

community pharmacy to buy it.

As a first task, during the first week, | was verifying all the medicines in order to
memorize their disposition to streamline the delivering of medicines. On the right side
of the pharmacy were the antibiotics (e.g. Enoxaparina 4000 Ul), on the left side were
the oral anticoagulants (e.g. Apixaban 5 mg), and on the back were the infusion
solutions (e.g. sodium chloride). The main area, located in front of the door, had a
balcony where the pharmacists and pharmacy technicians attend, and under it was the
albumin, one of the medicines more requested. On the shelfs in the center of the
pharmacy were the other medicines distributed by several corridors, in alphabetic

order. Other medicines like expensive medicines and the ones who needs high level of
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attention or Farmaci ad alto livello attenzione, due to the toxicity, low therapeutic index,
and high possibility of interactions (e.g. concentrated solutions of potassium) are kept
in a specific shelf, with appropriated conditions that allow their conservation, and

locked to avoid potential mistakes.

Outside this area, but in the same building, there are specific rooms for
psychotropic drugs, which dispensation needs to be authorized by a pharmacist and be
properly registered in a book, divided into three sections, one for the department that
need the medicine, one for the pharmacy and the other to administrative use. In the
case of medicines that requires special conditions of temperature they are kept in

refrigerators whose temperature is highly controlled to ensure there are no variations.

The pharmacy use the informatic system of the hospital, where the different
departments can send the request and the pharmacist in charge validates the
prescription, checking all the data about the patient and the medicines, such as the
active substances, the dosage and the posology, and then the operatives prepare the
request that is properly identified with the department code. When it comes to urgent
requests, after prepared they are placed in front of the warehouse, near the entrance
door. The other requests, also called as expeditions, due to higher quantity of

medicines have a specific room to be placed after prepared.

Regarding the medicines acquisition process, each region has a list of medicines
for each pathology that appears on the hospital therapeutic record. It is organized
from the company that have the best price to the worst, and every hospital from that
region must buy the medicines according to the list. When the medicine who is first on
the list is sold out, the hospital must buy the second one and the company responsible

for producing the first medicine of the list pays the price difference.

3. Laboratorio Galenico

The second department | have been was the galenic laboratory or laboratorio
galenico. This laboratory, located in Torre di Ricerva, is responsible for produce
medicines for the several departments of the hospital. Dr. Massimo Poli, the pharmacy

technician responsible for the laboratory, who work there for more than twenty years,
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is an excellent professional that made a big effort to explain me all the procedures and

gave me all the autonomy and sense of responsibility to carry out the preparations.

As a recognise galenic laboratory, it is design to complies the quality standards
for good preparation imposed by the Italian and forcibly European pharmacopeias. The
laboratory is equipped with four work benches, one of them specifically used for the
ointments, two for the other preparations, such as emulsions, solutions, capsules, and
another to place the preparations ready to deliver. The substances and excipients are
placed under these benches in cabinets, following an alphabetic order. It is necessary to
verify all the substances to always ensure a safety stock that guarantees the laboratory
productions. When it reaches the safety stock, it is necessary to make a requirement
with the products that we need and send it to the central pharmacy that will analyse

the request and send us the products.

Regarding the requests for preparation, the several departments that need
galenic preparations must elaborate a request and deliver it to the laboratory during
the first days of the week. The request, in duplicate, must contain the department
code, the date it was created, the signature of the responsible person and what the
laboratory has to prepare. We analyse it and prepare it during the week so that on
Friday everything is prepared to deliver. A responsible for each department verifies if

the preparation is according to the request and sign it.

3.1 Galenic preparations

Zinc oxide ointment, 10% - This ointment was a frequent request that is prepared
every week in the laboratory. To a total amount of 100g of preparation it contains 80g
of solid Vaseline, 10g of Vaseline oil and 10g of zinc oxide. This preparation, normally
with white colour, homogeneous and pasty consistence, is used as protective agent for
external use and must be conserved in well closed containers away from sources of
hot. It has an expiration date of 6 months after production and requires medical
prescription. The preparation method consists in sifting the zinc oxide and, using two
spatulas mixing it first with the vaseline oil and then successively incorporate step by

step the solid vaseline on it until all the vaseline is incorporated. After production it is
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normally divided into 48 containers with approximately 50g each and stored in the

laboratory.

Methylene blue, 1% - This solution is a colorant and is very easy to prepare. In 100
ml of solution we use g of Methylene blue and enough deionized water to have |100g
of solution. The procedure consists only in dissolving the methylene blue in the water.
After preparation, the solution must be limpid with an intense blue colour and
conserved in a dark glass container away from light or hot sources. It has an expiration

date of | month after production and requires medical prescription.

Chlorhexidine mouthwash — This solution is an antiseptic for the oral cavity. In IL
we use 5ml of chlorhexidine gluconate 20% (Active principle), | ml of menthol 2%
(Flavoring), 50g of Sucrose (Sweetener), 10ml of Ethyl alcohol 96° (Alcoholic base), 2
drops of Methylene blue % (Colorant) and enough deionized water to have 1000ml of
solution. This preparation, that requires medical prescription, must be conserved in a
suitable container away from light or hot sources and has an expiration date of |
month after prepared. The preparation method consists of dissolving sucrose in
deionized water, add chlorhexidine and mix it. After mixing, menthol, Methylene blue
and the ethanol are added, and then the final volume is completed with deionized
water. In the end we control if everything is solubilized and label with “external use”

and “do not ingest”.

Salicylic Vaseline 2% - This ointment is used as a keratolytic. One preparation of
100g has 2g of salicylic acid and enough to complete the weight of white vaseline. This
preparation, that requires medical prescriptions, has an expiration date of 6 months
after prepared and must be conserved in a well close recipient away from hot sources.
The preparation method consists of smooth the salicylic acid with a small amount of
vaseline oil and mix everything with white solid vaseline to fill 100g. The label should

indicate external use and local application.

Aqueous solution of acetic acid 5% - This solution is prepared with 5ml of glacial
acetic acid and enough deionized water to complete 100 ml. To prepare it, first we
measure the glacial acetic acid under the mobile fume hood and then complete the

final volume with deionized water. Used for colposcopy purposes under medical
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prescription, this solution has an expiration date of 30 days and must be conserved in a
dark glass container away from light and hot sources. As a final control we must verify
if the solution is limpid and colourless and label with the indication “external use” and

“inflammable liquid and vapor”.

solution of Lugol- This aqueous solution, that request medical prescription, is
prepared with |g of metallic iodine, 2g of potassium iodide and deionized water as
needed to fill up to 100 ml. The preparation method is risky, therefore | never did it
myself, but | helped in some steps. First, we dissolve the potassium iodide in the
minimum amount of water and add the metallic iodine successively with agitation.
Lastly, we add the deionized water until we have 100ml. To conserve it we must use a
dark glass container and kept away from light and hot sources. As a final step, we must
verify if the solution is completely solubilized and if the final volume is correct as well
as label the container with the indications “external use”, “poison” and “dangerous for

health”. This solution is used for a diagnostic method, the colposcopy, to detect

precancerous cervical lesions.

Aqueous solution for Glycerol test — This solution is used, under medical
prescription, for diagnosis of Meniére's syndrome. To prepare a total amount of 250g
of solution we used 140.5g of glycerine, 0.282g of chloride sodium and 108.96g of
deionized water. The preparation method consists of dissolve the chloride sodium
previously weighed in deionized water and add, step by step, the glycerine. This
solution has an expiration date of 30 days and must be conserved in a dark glass
container and kept away from light and hot sources. Finally, we must verify if the
solution is completely solubilized and label with the indications “known use” and “for

observation”.

Emulsion of zinc oxide in almond oil — To prepare 100g of this emulsion we use
5g of zinc oxide, 10g of solid vaseline, |g of cetylstearyl alcohol, 5g of deionized water
and as much as need of almond oil. Normally we prepared 800g of emulsion, so we
must multiplicate the amount of substances by eight. This emulsion, that request
medical prescription, is used as a protective and emollient agent, and has an expiration
date of 6 months. The preparation method consists of sift the zinc oxide and dissolve
it in a small amount of almond oil. The vaseline is mixed apart with cetylstearyl alcohol

and, the rest of the almond oil is heated in mild heat with the deionized water. Lastly,
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we mix everything in a capsule until cool down. As a final step we must use a well
closed container to conserve it and kept away from hot sources, verifying if the
emulsion is white, with homogeneous and semi-solid appearance. The label must have
the indication “External use to local application, 2-3 times a day” and “shake before

using”.

Sucrose syrup, 24% - This preparation, that request medical prescription, is
prepared using 24g of sucrose and as much as need of deionized water to complete
100g of syrup. The preparation method consists of dissolve the sucrose in a sufficient
amount of deionized water, using a bath water heath. After mixing, we do a hot
filtration and add water to complete the 100g. To conserve it we must use dark glass
container well closed, away from light sources and at a temperature not exceeding
I5°c. The syrup, used as a sedative, has an expiration date of | month and must be

labelled with the indication “to hospital”.

Calcium carbonate capsules, 400mg - These capsules are used, under medical
prescription, as mineral supplement. The preparation method consists in weight 48g of
calcium carbonate needed to prepare 120 capsules N°0, 400mg each, and fill it through
an encapsulator. After prepared it has expiration date and normally, we use a paper
bag well closed to conserve it with a label indicating “do not use in case of
constipation” and kept away from hot sources. As a final control we must verify the

mass uniformity to ensure that dose variation is not higher than 10%.

Aqueous solution of pure alcohol 50° - To prepare a total amount of 100ml| of
this solution we use 42g of pure alcohol 96° and as much as needed to 93.2g of
deionized water. To conserve it we used a well closed recipient kept away from flames
and sparks. This preparation is used as an antiseptic and requires medical prescription.
As final control we must verify the alcohol grade and label the recipient with the

indication “easily inflammable”.

3.2 Colposcopy

Colposcopy is as diagnosis test that consists in viewing the female genitalia using

a special microscope: the colposcope. The exam lasts for 10 to |5 minutes and use
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galenic preparations such as acetic acid 3-5% and the solution of lugol that in contact

with the genital mucosa better highlight any lesions (Mitchell et al., 1998).

The glacial acetic acid, in a 3% to 5% dilution, has the aim of highlight areas in
which there are a bigger activity of cell division. The conglutination of these cells
results in a white colour with variable thickness, in which is possible to identify codified
geometric figures that outline a colposcopical lesion. The effect of this dye is obtained
within about |5 seconds and it is fleeting, so the evaluation must be quick (Mitchell et

al., 1998).

The solution of lugol, in case of trophic mucous membranes, dyes the cervix in
a brown colour. The abnormal areas do not capture iodine therefore are classified as
iodine negative. This happens because the healthy epithelium, unlike the abnormal one,
is rich in glycogen that promote the iodine uptake. The reaction to the dye, as
described, concerns only the squamous epithelium or the mucosa that normally covers

the outer surface of the cervix (Mitchell et al., 1998).

3.3 Méniére's syndrome

This syndrome, named in honour of the French doctor Prosper Méniere, is an
anomaly of the inner ear that is characterized by vertigo, severe dizziness, tinnitus,

fluctuations in hearing and feeling of pressure or pain in the affected ear.

The diagnosis of this syndrome is realized by the glycerol test that involves a
baseline audiometric examination and three successive controls, one per hour, three

hours after oral glycerol.

Glycerol is in fact an osmotic diuretic, or a substance capable of achieving the

elimination of liquids.
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